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Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. I. 
Uber ein Phosphatid der Mohrriibe. 


Von 


B. Bleyer und W. Diemair. 


(Mitteilung aus dem Universitétsinstitut und der Deutschen Forschungs- 
anstalt fiir Lebensmittelchemie Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. April 1931.) 


Trotz der zahlreichen und eingehenden Untersuchungen an pflanz- 
lichen Lecithinen ist es bis jetzt nicht gelungen, diese Stoffe rein dar- 
zustellen oder GesetzmaBigkeiten hinsichtlich ihrer Bildung und Ver- 
breitung festzulegen. Die Ursache dazu liegt einerseits in dem Arten- 
reichtum, andererseits in der durch die chemische Zusammensetzung 
bedingten leichten Verwandelbarkeit dieser Ko6rper. 


Lecithine und Kephaline werden in die allgemeine Gruppe der Phospha- 
tide eingereiht und sind Verbindungen von Glycerin mit héheren Fettséuren 
Phosphorséure und einer stickstoffhaltigen Base. Beziiglich des Aufbaues 
der Art und der Zahl der Fettséureradikale, die gesaéttigt und ungesittigt 
auftreten kénnen, sind die Phosphatide ebenso deutlich variiert, wie hin- 
sichtlich ihres relativen Verhaltnisses zwischen Phosphor und Stickstoff. 
Das atomare Verhaltnis von Phosphor und Stickstoff wurde 1:1 und 1: 2, 
aber auch im Verhaltnis 2:1 und 2:2 gefunden, doch zeigte die Uber- 
priifung dieser letzten Verbindungen, daB Gemische verschiedener stickstoff- 
haltiger Stoffe vorlagen, so daB bis jetzt nur die Existenz von Lecithin 
und Kephalin (P : N= 1: 1) von Sphyngomyelin (P : N = 1: 2) als gesichert 
angenommen werden kann. Ebenso ist die Existenz einer Phosphatid- 
séure (N-frei) mit Sicherheit erwiesen. Dadurch ist die Zugehdérigkeit 
simtlicher bis jetzt dargestellten pflanzlichen Phosphatide zu einem dieser 
vier Typen, wenn auch nicht entschieden, so doch immerhin wahrscheinlich 
gemacht. Die bei den Diaminophosphatiden als integrierender Bestandteil, 
bei den anderen Phosphatiden aber als chemisch oder adsorptiv gebundene 
Begleitkérper auftretenden Kohlenhydrate miissen in diesem Zusammenhang 
noch erwahnt werden. 

Diese kurze Beschreibung der Phosphatide erhellt die méglichen 
Variationen und zugleich auch die Schwierigkeiten, die sich bei einer 
Darstellung bzw. Isolierung dieser Stoffe dartun. 
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Phosphorhaltige, dem Lecithin &éhnliche Stoffe aus Pflanzenmaterial, 
wurden von E. Schulze und seiner Schule', G. Trier*, V.Njegovan*® und 
in jiingerer Zeit von P. Levene*, H. Channon und Chibnall’, B. Rewald®, 
J. Riedel’? u.a. dargestellt, wobei als Ausgangsmaterialien Leguminosen- 
und Cerealiensamen, Edel- und RoSkastanien, Zuckerriiben und Zucker- 
rohr, Kohl- und Spinnatblatter dienten. Eine zusammenfassende Literatu: 
hieriiber bringen H. Thierfelder und E. Klenk® in ihrer vorziiglichen Studie 
iiber die Chemie der Phosphatide. 

Man vermiBt hierin die Untersuchung tiber ein Mohrriibenphos- 
phatid. Da die Kenntnisse iiber die phosphorhaltigen organischen 
Bestandteile der Mohrriibe ziemlich mangelhaft sind, so war eine auf 
breiterer Grundlage durchgefiihrte Untersuchung dieser physiologisch 
und biologisch wichtigen und fiir den Zellmechanismus _ beispiel- 
gebenden Stoffe, sowie iiber ihre Verbreitung und Zusammensetzung 
wiinschenswert. Da nach den Versuchen Cranners den Phosphatiden 
auch erhebliche Vitaminwirkung zugeschrieben werden muB und diese 
Erscheinung nach den Untersuchungen von H. v. Euler und P. Karrer®, 
sowie anderer englischer Forscher an dem ,,carotinoiden“* Anteil hangt, 
so war ein weiterer Grund zur Untersuchung des angegebenen Ausgangs- 
materials gegeben. 

Die experimentellen Untersuchungen nach der von Viktor Graf: 
und seiner Schule’ angegebenen Methode, iiber die in einer folgenden 
Mitteilung berichtet werden soll, bestatigten nicht die Angaben dieser 
Autoren iiber die ,,wasserléslichen*‘ Phosphatide der Mohrriibe, so dab 
die Gewinnung ,,artspezifischer“* Phosphatide durch Dialyse und darauf 
folgende Fallung unsicher erscheint. Die Ergebnisse betonten die 
Tatsache, daB bei den Fallungen an Stelle von artspezifischen Phospha- 
tiden Stoffe gewonnen wurden, welche ein Gemisch von EiweiBkérpern, 
Pflanzenséuren, Kohlenhydraten, Farbstoffen und anorganischen Salzen 
darstellten und welche, trotz Uberwindung apparativer Schwierigkeiten, 
in so geringer Menge faBbar waren, daB weitere Uberpriifungen nicht 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 20, 225, 1895; Landwirtschaftl. Versuchsst. 
49, 203, 1898; Hoppe-Seylers Zeitschr. 52,' 54, 1907; 55, 338, 1908; Chem. 
Ztg. 32, 981, 1908; Landwirtschaftl. Versuchsst. 43, 307, 1894; Hoppe- 
Seylers Zeitschr. 15, 405, 1891; 18, 365, 1889; 40, 101, 1903/04. 
2 G. Trier, Uber einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehungen zum 
Aufbau der EiweiBstoffe und Lecithine. Berlin, Borntraeger, 1912. 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 1, 1911. 
* Journ. of biol. Chem., Plant. phosphatids 1, 62, 1925. 
5 Biochem. Journ. 21, 1, 225; 21, 1, 233; 21, 2, 1112, 1927. 
6 Diese Zeitschr. 211, 199, 1929. 
7 Chem. Centralbl. 1, 1155, 1913; 1, 1528, 1927. 
8 H. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phospha- 
Berlin, Springer, 1930. 
Helv. chim. Acta 12, 278, 1929. 
Diese Zeitschr. 159, 449, 1925; Planta 2, 429, 1926. 
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angestellt werden konnten. Es wurde daher trotz der, allerdings nur 
zum Teil berechtigten Bedenken, das Extraktionsverfahren von 
E. Schulze zur Gewinnung der Phosphatide herangezogen. 


Eigene Versuche. 


A. Arnaud’, H.v. Euler und E. Nordenson® erwahnten als erste einen 
phosphorhaltigen organischen Kérper der Mohrriibe, und Euler errechnete 
den Gehalt an Phosphatiden + Fettséuren zu 0,05°, und stellte ein 
P: N-Verhaltnis von 1: 1,6 fest. Weitere Angaben iiber die auf diesem 
Wege gewonnenen Phosphatide fehlen in der Literatur. 

In Vorversuchen wurden Mohrriibenschnitzel mit Alkohol (98 °,ig) 
auf dem Wasserbad bei 40 bis 50°C 12 bis 15 Stunden hindurch be- 
handelt, wobei nach der halben Extraktionszeit das Lésungsmittel 
erneuert wurde. Die Gewinnung von Phosphatiden aus feuwchtem Material 
zeigte sich als wenig ergiebig. Es konnten aus 1 kg Material mit einem 
Wassergehalt von 90 bis 92°, nur 58 mg Phosphatid erhalten werden. 
Fiir weitere Arbeiten lag daher eine Verbesserung der Ausbeute ins- 
besondere mit Ricksicht auf die Darstellung der Spaltungsprodukte 
um so naher, als auBer allem Zweifel stand, daB der wirkliche Gehalt 
an Phosphatiden erheblich gréBer sein muB. Zu den folgenden Versuchen 
wurde daher nur sorgfaltig, bei sehr niedriger Temperatur getrocknetes 
{iibenmaterial® herangezogen. 

6kg Mohrriibenschnitzel (Wassergehalt 14,3°,,) wurden so ver- 
arbeitet, daB je 1kg in einem 10 Liter fassenden Rundkolben mit 
6 Liter Alkohol bei 40 bis 50°C angesetzt und bei dieser Temperatur 
10 bis 15 Stunden gehalten wurde. (Von einer Behandlung des Ausgangs- 
materials mit Aceton wurde wegen seines niedrigen Fettgehalts Abstand 
genommen.) Nach dieser Zeit wurde die Extraktion unterbrochen und 
die Schnitzel nach dem Erkalten auf einer Nutsche abfiltriert. Die 
klaren orangegelb gefarbten Filtrate wurden vereinigt und die alkoholi- 
sche Lésung im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Es hinter- 
blieb ein tiefrotgelb gefarbter Riickstand, welcher, mit viel Wasser 
versetzt, wiederholt mit Ather so lange durchgeschiittelt wurde, bis 
eine Probe der atherischen Lésung nach dem Verdunsten keinen merk- 
lichen Riickstand hinterlieB. 

Jeder Ausschiittelung mit Ather ging ein Wasserzusatz voraus, 
der zum Zwecke der Entfernung von Kohlenhydraten erfolgte. Die 
atherischen Lésungen wurden einen Tag tiber wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknet. 


1 C. r. acad. Sciences 52, 1119, 1886. 

2 Zeitschr. physiol. Chem. 56, 231, 1908. 

3 Die Riibenschnitzel wurden uns in dankenswerter Weise von den 
Firmen C. Seidl, Miinsterberg und F. Warnecke, Hildesheim, zur Ver- 
fiigung gestellt. 
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In gleicher Weise wurde ein Extraktionsversuch mit Schwefe! 
kohlenstoff angestellt!. Nach Entfernung des Schwefelkohlenstoff, 
wurde der Riickstand mit Ather aufgenommen und iiber Natriumsulfat 
getrocknet. Es verblieb nach dem Verjagen des Athers ein tiefrot 
gefarbter Stoff, welcher nach Huler in wenig Petrolather gelést wurde 
Aus dieser Lésung konnte nach wiederholtem Umfillen mit absolutem 
Alkohol ein leicht pulverisierbarer Kérper von gelber Farbe gewonnen 
werden, dessen Zusammensetzung aus der Tabelle I hervurgeht. Die 
Ausbeute betrug 120mg. Der erhaltene Kérper war wenig hygro- 
skopisch und veranderte sich an der Luft in der Farbe kaum. Er liste 
sich in Amylalkohol, Schwefelkohlenstoff, Chloroform und Petrolathe: 
gut, in der Warme sehr gut. Wenn auch wegen Materialmangels keine 
weiteren Analysen ausgefiihrt werden konnten, so ist nicht daran zu 
zweifeln, daB die vorliegende Substanz phosphatidéhnlichen Charakter 





tragt. 
Tabelle I. 
Zusammensetzung der ausgefallten Substanz. 
Substanz wo. Ys P Substanz n10 Lauge N PeN 
~ u = 0 g eem 
0,0407 0,0493 1,99 0,033 0,08 | 0,33 1 : 0,38 


1. Aufarbeitung der dtherischen Lésungen nach vorausgegangener 
Wasserbehandlung. 


Die gewonnenen atherischen Lésungen wurden wiederholt (sechs- bis 
zehnmal) mit Wasser durchgeschiittelt, die dabei auftretenden Emulsionen 
durch Zusatz von NaCl beseitigt und die wasserigen Lésungen vom Athe1 
im Scheidetrichter getrennt. Nach erfolgter Filtration und Trocknung 
iiber ausgegliihtem Natriumsulfat durch 2 Tage wurde der Ather vor- 
sichtig im Vakuum abdestilliert. Der erhaltene Riickstand aus 1 kg Riiben- 
schnitzel betrug 12,75 g eines rotbraunen, dicken Sirups. Dieser Riickstand 
wurde in wenig Ather unter Eiskiihlung mit etwa dem dreifachen seine= 
Volumens gekiihlten. Acetons versetzt. Es fiel ein dickflockiger, gelbgefarbte: 
Niederschlag aus, der sich rasch zu Boden setzte und sich zu einer braunen. 
viskosen Masse zusammenballte. Die iiberstehende acetonhaltige, fettige 
Fliissigkeit lieB sich leicht abgieBen und stellte nach dem Verjagen des 
Acetons eine braune, feste, fettartige Masse dar. Sie wog 6,8 g, d. s. 53,33' 
der urspriinglichen Rohfallung. 

Das mit Aceton gefallte Phosphatid wurde wieder in wenig wasser- 
freiem Ather gelést, die Lésung unter Eiskiihlung von — 5°C mit dem 
vierfachen Volumen an Methylacetat unter standigem Umriihren gefillt 
und stehengelassen. Das Phosphatid schied sich dabei in weien Flocken 
ab. Niederschlag und Lésung verblieben solange auf Eis, bis die tiber- 
stehende Fliissigkeit klar war. Erst dann wurde von der Fallung abgegossen. 


1 W. Diemair, Inaug.-Diss. Miinchen, Universitat, 1931. 
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vefel Diese ballte sich sofort zu einer braunen, plastischen Masse zusammen, 
toffs welche sich von derjenigen der Acetonfallung in ihrer Konsistenz dadurch 
ulfat unterschied, daB sie nicht wie diese z&éh, sirupés und fadenziehend war. 
efrot Das Lésen in wenig Ather und das Wiederausfallen mit Methylacetat wurde 
in der angegebenen Weise solange wiederholt, bis die iiberstehende Methy!]- 
ance acetatlésung nur mehr ganz schwach gelbstichig war. Meistens geniigte 
item dazu eine fiinfmalige Umfallung. Die auf diese Weise aus den verschiedenen 
nnen Extrakten gewonnenen Phosphatide wurden gesammelt und nochmals mit 
Die ' der sechsfachen Menge Methylacetat gefallt, iiber Nacht auf Eis stehen- 
gelassen und hierauf vom Methylacetat abdekantiert. 
— if : — ‘ a ‘ 
ste Nach achttagigem Trocknen im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
_— siure stellte das Praparat eine harte gelbbraun gefiirbte Masse dar, 
sills die sich leicht verreiben lieB. Sie war sehr hygroskopisch, leicht léslich 
one in Alkohol, Ather und Chloroform und gab mit Wasser nach langerem 
hte: Schitteln eine gelbe kolloide Emulsion. 


erfahren hatte. 


6kg Riiben (Wassergehalt 14,30°,) lieferten 17,12 g Phosphatid, 
also 0,33°% auf Trockensubstanz berechnet. Vergleichsweise sei er- 
wahnt, daB aus 1 kg Riiben (Wassergehalt 92°.) nur 0,058 g Phosphatid, 
— also 0,07°, auf Trockensubstanz berechnet, gewonnen werden konnten 
und daB demnach die Ausbeute eine Steigerung um etwa das Fiinffache 


a) Zusammensetzung der acetonléslichen Substanz. 

Die Substanz war dunkelbraun und viskos und dnderte 
Konsistenz beim Aufbewahren im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
| saure nur wenig. Sie war in Ather, Chloroform, Benzol, Xylol, Toluol, 





bis . — 

3 Alkohol, Aceton und Methylacetat sehr leicht léslich. 
yen f . “ is = ie . “ 
a : Die Annahme, daB dieser Kérper einen Teil des Phosphatids mit 
ung J} einschloB, war um so mehr naheliegend, als schon A. Winterstein und 
vor- [) 0. Hiestand! die Beobachtung gemacht hatten, daB Aceton, wenn es 
me als Fallungsmittel fiir Phosphatide benutzt wurde, immer einen nicht 
anc . - " : a in - . 
iia unerheblichen Teil des zu fallenden Phosphatids gelést hielt. Winterstein 
bter hatte bei der Darstellung von Phosphatiden aus Cerealien bei der 
nen, Behandlung der Rohfallung mit Aceton (allerdings in der Warme) 
ot Riicksténde mit einem Phosphorgehalt von 0,3°, erhalten. 

aes 
3 

Tabelle II. 

ee. P- und N-Gehalt der acetonléslichen Substanz. 
Jem : l ’ : 
Fiallt Substanz | (NH,)3 PO, P Substanz n 10 Lauge N P:N 
ken tg aticage 0, g ecm 0'5 
ber- " 

oa 0,5012 0,1932 0,63  1,0012 3,12 0,44 1:16 
— 0.5926 0,1762 0,57 1,9014 3,00 0,42 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 496, 1906; 54, 288, 1907/08. 
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Ohne einen experimentellen Beweis fiir die Nichtexistenz eine: 
,acetonléslichen** Phosphatids (wie es Njegovan aus Lupinen dar 
gestellt haben will) zu liefern, muB die Ansicht vertreten werden, da\) 
es sich hier nicht um ein spezifisches Phosphatid, sondern um Bruch 
stiicke eines solchen handelt, welche in nicht unbedeutender Meng: 
Fette und fettartige Substanzen begleiten, indem sie von diesen bzw 
von Fettlésungsmitteln in Lésung gebracht werden. 

Durch weitere experimentelle Feststellungen wurde in der aceton 
léslichen Substanz die Gegenwart von Phytosterin, Palmitin- und Oi. 
sdure von Carotin, sowie von Kohlenhydraten mit Sicherheit entschieden 


b) Zusammensetzung der mit Methylacetat gefallten Substanz. 

Der in beschriebener Weise aus getrockeneten Riibenschnitzeln 
durch Extraktion mit Alkohol und Fallung mit Methylacetat erhaltene 
K6rper war eine hygroskopische hellbraun gefarbte Masse, welche beim 
Aufbewahren im Vakuumexsikkator sich in eine harte, spréde, leicht 
pulverisierbare Substanz verwandelte. Diese war in frischem Zustand 
leicht in Ather, Chloroform, Benzol, weniger leicht in Alkohol, in Methy1- 
athylacetat und Aceton schwer léslich. Alkoholische Lésungen von 
Cadmiumchlorid und Bleiacetat erzeugten in alkoholischen Loésungen 
weiBe, in Ather unldsliche Fallungen. Beim Kochen des Praparates mit 
Barytlauge trat schwacher Karamelgeruch auf; beim Erhitzen mit ver- 
diinnten Mineralsduren erhielt man eine die Fehlingsche Lésung schwach 
reduzierende Fliissigkeit. 

Tabelle IIT. 


P- und N-Gehalt der mit Methylacetat gefallten Substanz. 





Substanz Mg» P, O; P Substanz n/10 Lauge N 
£ fig 9/9 ig ecm Vio 

0,3660 0,0326 2.42 

0,3560 0.0342 2,66 1,0024 1,38 0,19 

0,2424 0,0238 2,74 1,3318 1,62 0,17 


Nach 4alteren Beobachtungen von Wéinterstein soll durch Aus- 
fallung phosphatidhaltiger Lésungen mit Methylacetat der Phosphor- 
gehalt des in Methylacetat unléslichen Riickstandes zunehmen. W inter- 
stein arbeitete allerdings so, daB er die Rohpraparate mit Methylacetat 
iibergoB und zum gelinden Sieden erwarmte, wobei er eine P-Zunahme 
um 0,2%, aber nach 6fterem Behandeln eine allmahliche Auflésung 
der phosphorhaltigen Substanz beobachten konnte. 

Unter Beriicksichtigung dieser Feststellungen waren aber trotzdem 
unsere Ergebnisse beziiglich des N-Gehalts auffallend und legten die 
Vermutung nahe, daB das vorliegende Praparat kein Phosphatid vom 
Lecithintypus darstellte. Der hohe Phosphorgehalt lie8 sich mit dem 
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niedrigen Stickstoffwert nicht in Einklang bringen und es war daran 
zu denken, daB die vorliegende Substanz durch andere Begleitstoffe 


stark verunreinigt sei, und zwar insbesondere durch Kohlenhydrat- 
reste, welche nach Winterstein und Hiestand die P- und N-Werte nicht 
unbedeutend herabzudriicken vermégen. 

Zur Kohlenhydratbestimmung wurden daher 1,3199 g im Vakuum 
getrocknete Substanz mit 20ccm 10°,iger Schwefelsiure 5 Stunden 
am RickfluBkihler erhitzt, nach dem Erkalten filtriert und auf 100 ccm 
in einem MeBk6lbchen aufgefillt. Der gefundene Glucosegehalt von 
3,87°, sprach dafiir, daB die Zuckerreste durch das wiederholte Waschen 
der alkoholischen und atherischen Phosphatidlésung und durch die 
oftmaligen Umfallungen des Phosphatids wohl weitgehend aber nicht 
volilstandig entfernt wurden. 

Daraus kann aber der SchluB gezogen werden, daB Kohlenhydrate 
an die Phosphatide nicht chemisch, sondern nur adsorptiv gebunden 
sind. Dafiir sprach auch der Befund, daB dasselbe Phosphatid nach 
laingerem Quellenlassen und Durchschiitteln mit Wasser Fehlingsche 
Lésung deutlich reduzierende Kohlenhydrate an das Wasser abgab. 
Es wird dadurch also die Ansicht einer adsorptiven Bindung der Kohlen- 
hydrate an Lecithin unterstrichen und die Wahrscheinlichkeit erhéht, 
da entgegen der Annahme B. Rewalds'! Hexosen auch _praformiert 
vorliegen kénnen und nicht allein durch Saurehydrolyse entstehen 
kénnen. Die Frage, ob neben reinem Phosphatid Verbindungen des 
Phosphatids mit Kohlenhydraten existieren oder ob Kohlenhydrate in 
einem Fettsaurekomplex stehen, der dem Phosphatid nicht angehért, 
wurde in diesem Zusammenhang nicht geklart. 

Jedenfalls war naheliegend, daB die aufgefundenen Mengen redu- 
zierender Substanzen die P- und N-Verhaltnisse in erheblichem MaBe 
nicht beeinflussen konnten, so daB eine Uberpriifung der Beziehungen 
zwischen P:N durch eine Saureaufspaltung des Phosphatids heran- 
gezogen wurde. Es wird spiter auch gezeigt werden, daB durch die 
verschiedenen Eingriffe, trotz Konstantbleibens des Kohlenhydrat- 
gehalts, das P: N-Verhaltnis erheblich verschoben werden kann. 

Zur Identifizierung des Kohlenhydrats wurde die Substanz mit 5°, iger 
Schwefelséure 3 Stunden auf dem Wasserbad hydrolysiert, die Lésung 
mit Bariumhydroxyd von der Schwefelséure befreit, das iiberschiissige 
Bariumhydroxyd mit CO, entfernt, die Lésung mit Tierkohle entfarbt, 
filtriert und zur Sirupdicke eingeengt. Durch Erhitzen des Sirups mit 
2 Teilen salzsaurem Phylhydrazin und 3 Teilen Natriumacetat wurde ein 
Osazon erhalten, welches nach wiederholtem Umbkristallisieren einen 


scharfen Schmelzpunkt von 205°C zeigte. Damit war das Kohlenhydrat 
als Glucose identifiziert. 


1 1. e. 
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Aufspaltung des Phosphatids mit Salzsdure. 5g Phosphatid wurden 
10 Stunden mit 120cem 10°,iger Salzsiure iiber freier Flamme unter 
Riickflu8 hydrolysiert. Nach dem Erkalten hinterblieben 3,6 g¢ einer 
schwarzbraunen, fettigen Substanz. Die salzsaure Lésung wurde iiber 
Asbest filtriert und dann mit Ather solange ausgeschiittelt, bis eine Probe 
nach dem Verjagen des Athers keinen Riickstand hinterlie8. Die atherische 
Lésung war gelb gefarbt, und es hinterblieb nach Abdestillieren des Athers 
0,5 g eines goldgelben Oles, das in der Kalte erstarrte. Es wurde mit dem 
Rest von 3,6 g vereinigt, in Ather gelést, nach dem Verdunsten des Lésungs- 
mittels mit alkoholischer Kalilauge verseift und nach J. Grossfeld und 
A. Simmer’ aufgearbeitet. 4g Fett wurden in einem 250 ccm Kélbchen 
mit 1,6cem 50°,iger Kalilauge und 40 cem 95°,igem Alkohol verseift, 
die Seifenlésung mit 160 ccm Bleiacetatlésung und 8 cem 96°%iger Essig- 
séure versetzt, die entstandenen Bleiseifen in der Hitze gelést und dann 
mit 32 ccm siedendem Wasser unter Umschiitteln wieder gefallt. Fiir die 
Ermittlung des prozentualen Fettsaéuregehaltes ist die beobachtete Tatsache 
von Wichtigkeit, da sich bei den angegebenen Wasserzusaétzen immer 
eine rotbraune Substanz ausschied, die nach dem Abdekantieren hart und 
spréde wurde. Dieser Korper léste sich in keinem organischen Lésungs- 
mittel und war in Wasser unléslich; in verdiinnten Séuren war er leicht 
léslich. Fehlingsche Lésung wurde durch ihn nicht reduziert. 

Das Gemisch von Fettséuren wurde in 30 cem Chloroform gelést, mit 
25eem Jodmonochlorid und 15cem Jodkaliumlésung versetzt und der 
UberschuB an Jod mit n/10 Thiosulfat wegtitriert. Verbraucht wurden 
5,2 cem Thiosulfat, woraus sich unter Beriicksichtigung der angegebenen 
Ausfallung ein Fettgehalt von 69,85°% (bezogen auf Phosphatid) errechnet. 

Darstellung des Bariumglycerophosphats?. Zu diesem Zwecke wurden 
1,6g Phosphatid in Alkohol gelést und ohne Riicksicht auf eventuelle 
partielle Racemisierung in 30cem n/10 heiBe Baritlésung eingetragen. 
Es fiel ein voluminéser gelblicher Niederschlag aus. Derselbe wurde ab- 
filtriert und mit viel kaltem Wasser, worin Bariumglycerophosphat leicht 
léslich ist, versetzt. Dabei léste sich nur ein Teil des Niederschlags, der 
mit Wasser aufgenommen und nach dem Einengen auf dem Wasserbad 
mit einem Uberschu8 von 95°,igem Alkohol versetzt wurde. Der aus- 
gefallene feinflockige Niederschlag wurde abfiltriert und getrocknet. Aus- 
beute 72,4mg. Die Phosphorreaktion fiel positiv aus, mit Kaliumbisulfat 
geschmolz’n trat deutlicher Geruch nach Acrolein auf. 


Die Bariumbestimmung ergab: 0,03 g Substanz, 0,0164 g Barium- 
sulfat, 32,0°, Barium. Das Resultat stellt den Mittelwert aus zwei 
Bestimmungen dar. Mit diesen von den theoretischen Werten (42,20°,) 
stark abweichenden Befunden scheint sich die von anderen Forschern 
beobachtete Tatsache zu bestatigen, daB die Bariumsalze der Glycerin- 
phosphorséure aus Pflanzenphosphatiden viel schwerer in reinem 
Zustand zu erhalten sind als solche aus tierischen Phosphatiden. 

Ob in dem vorliegenden Falle, neben anderen Faktoren auch die 
bei der Hydrolyse sich anders verhaltende N-freie Komponente von 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 59, 237, 1930. 
2 R. Willstdtter u. K. Liidecke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 3753, 
1904. 
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KinfluB ist, muB erst iberpriift werden. Es lag aber auch die Vermutung 
nahe, daB das isolierte Phosphatid kein Lecithin, sondern ein der Di- 
glyceridphosphorséure (nach Chibnall und Channon') ahnliches Produkt 
darstellt. Der gefundene Stickstoff wiirde mit dem von diesen Autoren 
angegebenen Werten fiir Phosphatidséiuren (0,11°,) tibereinstimmen. 


Trotz des bereits ermittelten niedrigen Stickstoffgehalts wurde 
in der salzsauren Lésung des aufgespaltenen Phosphatids die Gegenwart 
von Cholin iiberprift. Die Fallungsreaktion mit Goldchlorid und ge- 
sittigter alkoholischer Sublimatlésung fielen aber ebenso wie die Farb- 
reaktion mit Alloxan negativ aus; desgleichen eine Priifung auf Colamin, 
so daB der ermittelte niedrige Stickstoffgehalt von Phosphatidspaltungs 
produkten oder Verunreinigungen herriihren diirfte. 


Aus den gemachten Beobachtungen kann also die SchluBfolgerung 
gezogen werden, daB Aceton als Trennungsmittel der phosphatidhaltigen 
Substanz von Beimengungen nicht gut geeignet ist, da die gelésten 
Fett- und fettaéhnlichen Substanzen Phosphatide in Lésung halten. 
Die beigemengten Kohlenhydrate verursachen die niedrigen Phosphor- 
und Stickstoffwerte, doch scheinen diese allein fiir die Depressionen 
im Phosphor--und Stickstoffgehalt nicht verantwortlich zu sein. Auf 
Grund der Beobachtungen ist es leicht begreiflich, daB die Ursachen 
dazu entweder in einer leichten Léslichkeit der Phosphatide in Methy]- 
acetat gesucht werden miissen oder aber im ersten Arbeitsgang des 
Darstellungsverfahrens, welcher zur Entfernung anhaftender Kohlen- 
hydrate ein wiederholtes Auswaschen der atherischen Lésung mit 
kochsalzhaltigem Wasser verlangt. Die Annahme, daB bei diesem 
Arbeitsgang am Basenanteil des Phosphatids eine hydrolytische Spaltung 
eintreten kénnte, ist berechtigt. 

Es wurde daher der Riickstand der Methylacetatlésung untersucht 
und darin der P-, N-, Kohlenhydrat- und Fettsaéuregehalt sowie das 
Glycerin bestimmt. 

Tabelle IV. 


Zusammensetzung der mit Methylacetat nicht fallbaren Substanz. 





Substanz Mgp P2 ; P Substanz N 








n/l0 Lauge P: N 
g £ 9 £ g 
0,5586 0,0322 1,61 0.9476 7,08 107 1:1,44 
Substanz Fettsiure Fettsiure Glucose Substanz Ag J Glycerin 
g gz 99 Fo rt g 
0.9912 0,5684 57,34 3,87 0,3047 0.2763 3,56 


1 jie. 





} 
| 
} 
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Nach dem Vertreiben des Methylacetats hinterblieb eine dunke|- 
braune zihe Masse, die sich fettig anfiihlte und nach achttagigen 
Trocknen im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdéure ihre Konsistenz 
nicht anderte. Sie war in organischen Lésungsmitteln leicht mit gelb 
brauner Farbe loéslich. 

Diese Versuchsergebnisse bestatigen, dali} Methylacetat schon 
in der Kadlte Phosphatid deutlich auflést. Die Vermutung, daB dure}, 
die wiederholte Umfallung des Phosphatids aus atherischer Lésung 
mit Methylacetat Phosphatid in Lésung gebracht wurde, ist damit 
bewiesen und bestatigt die Versuchsergebnisse von Wainterstein, der 
vollkommene Auflésung von Phosphatiden bei wiederholtem Umfillen 
in der Wdrme beobachten konnte. 

Der Fettsauregehalt erreicht nicht die fiir Phosphatide errechneten 
Werte und auch die P- und N-Werte stehen hinter den theoretischen 
zuriick. Die Feststellung von Stickstoff in solcher Menge ist bemerkens- 
wert, weil dadurch der negative Ausfall der N-Reaktionen bei den vor- 
ausgegangenen Untersuchungen erklart werden kann. 


2. Aufarbeitung der dtherischen Lésung ohne vorausgegangene 
Wasserbehandlung. 

3,5 kg getrocknete Riibenschnitzel wurden in beschriebener Weise 
mit Alkohol extrahiert und die erhaltenen Riickstande mit Ather 
aufgenommen. Diese wurden dann ohne vorausgegangene Wasser- 
behandlung tiber geschmolzenem Natriumsulfat getrocknet und daraus 
nach Verarbeitung 54,6 g einer halbfesten Masse erhalten, aus der 
durch wiederholtes Umfallen mit Methylacetat (in bekannter Weise) 
7,0 g Phosphatid, gewonnen werden konnten. 


Die erhaltenen Lésungen von Methylacetat wurden vereinigt und 
ebenso wie die Acetonlésungen gesondert aufgearbeitet. 


a) Zusammensetzung der mit Methylacetat gefallten Substanz. 


Tabelle V. 





“Substanz Mg2 P2 0; P Substanz n10 Lauge N Pp: Xx 
gz g %o £ ecm 9/5 
0,2510 0,0286 3,17 0,9252 7,08 1,12 | 1:0,78 
0,3400 0,0366 3,00 0,9252 7,98 1,12 


Diese Versuchsergebnisse unterscheiden sich wesentlich von den- 
jenigen des ersten Versuchs, und zwar dadurch, daB der Phosphor- 
gehalt von 2,6 auf 3,1°, zunimmt und daB Stickstoff in gréBerer Menge 


nachweisbar ist. 
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Es folgen nun quantitative Bestimmungen der Spaltungsprodukte, 
und zwar des Glycerins, der Fettséuren und des Cholins. 


Das Glycerin wurde nach der Jodidmethode von R. Willstdtter! mit 

der Fanto- und Zeiselschen Apparatur bestimmt und dabei gefunden: 
2,49 ¢ Substanz 0,5260 ¢ AgJ 8,28°, Glycerin. 

Der Glycerinwert kommt den bis jetzt fiir Palmityloleyllecithin ermittelten 
Durchsehnittswerten (9,55°,) sehr nahe, ohne aber die theoretisch er- 
rechneten Zahlen von 11,80°, zu erreichen, doch scheinen diese unbefriedi- 
genden Resultate nicht allein auf Verunreinigung, sondern auf die Methode 
selbst zuriickzufiihren zu sein?®. 

Zur Ermittlung der Fettsduren und des Cholins wurde das Phosphatid 
2 Stunden am RiickfluB mit n/10 HCl hydrolysiert. Hierauf wurde nach 
dem Erkalten auf 0° filtriert, der Filterriickstand mit Wasser wiederholt 
ausgekocht, und zwar so lange, bis das Filtrat séiurefrei war. Zuletzt wurde 
mit wasserfreiem Ather aufgenommen und der Riickstand nach dem Ver- 
dunsten des Lésungsmittels und Trocknen bei 100° gewogen. 





Substanz Fettséure Fettsiure 
g g 
1,1159 0,8022 71,95 


Die theoretische Aushbeute betragt fiir Palmityloleyllecithin 69,2° 
fiir Steryloleyllecithin 70,3°,. Dem Fettsauregehalt nach kénnte das 
vorliegende Praéparat einem der beiden Lecithine angehéren, doch muBte 
die Richtigkeit dieser Annahme durch die Identifizierung der einzelnen 
Fettséuren erhartet werden. 

Die vereinigten Filtrate, welche das Cholin enthielten, wurden auf 
dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit 
absolutem Alkohol wiederholt ausgezogen, filtriert, das Filtrat mit Tier- 
kohle entfaérbt, nochmals mit starker Salzsiiure und Alkohol versetzt und 
auf dem Wasserbad eingeengt. Der erhaltene Riickstand wurde nochmals 
wiederholt mit absolutem Alkohol aufgenommen und der Auszug mit Gold- 
chlorid versetzt, wobei das Aurat in feinen Nadeln auskristallisierte. Nach 
erfolgter Umkristallisation wurde bei der Analyse erhalten: 


0,0781 g Substanz . . . . . 0,0350g Au 44,43°, Au 
0,0200 g pm . . - - 0,0089g Au 44,32°, Au 


Senabepestts 267 bis 268°C. 


Wenn auch keine weiteren Untersuchungen wegen Materialmangels 
angestellt wurden, so scheint mit den angefiihrten Daten die Reinheit der 
Base Cholin entschieden zu sein. 

Die Kohlenhydratbestimmung ergab, ahnlich wie bei dem ersten Versuch, 
3,95°, Glucose. 

Trennung und Identifizierung der festen und fliissigen Fettsduren. 1,87 g 
Fettséuregemisch wurden nach ,,7witchell“\ in 50 cem 95°,igem Alkohol 
gelést und dazu 150 cem einer heiBen Lésung von 1,5 g Bleiacetat in 100 ccm 


1 R. Willstdtter u. A. Madinaveita, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 
2825, 1912. 


2 M. Foster, Journ. of biol. Chem. 20, 403, 1915. 
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95°, igem Alkohol gegeben. Das Gemisch blieb iiber Nacht stehen und wurde 


dann in der vorgeschriebenen Weise aufgearbeitet. Dabei wurden 0,351 ¢ 
d.s. 18,87°, an festen Fettséuren erhalten. Davon wurden 0,275 g mit 
alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad verseift, die erhaltenen Seifen 
zwecks Reinigung nochmals mit Séure zerlegt und wiederum verseift. 
Der Blindversuch verbrauchte 11,38 cem n Salzséure, die Fettsaure- 
lésung 9,40 cem, woraus sich eine Neutralisationszahl von 214 errechnet. 
Diese kommt also der Séurezahl der Palmitinséure (218) sehr nahe. 


oO 


Zur Identifizierung wurden nun die Seifen mit 5°, iger Salzséure 
zerlegt, die freie Siure mit Ather ausgeschiittelt, der Riickstand nach dem 
Vertreiben des Athers mit siedendem Alkohol gelést, mit starker Salzséure 
versetzt und der entstandene gelblichweiBe Niederschlag abfiltriert. Nach 
wiederholter Umkristallisation zeigte dieser den scharfen Schmelzpunkt 
von 60 bis 61°C (Schmelzpunkt Palmitinséure 62°C, Stearinséure 71° C). 
Zur weiteren Beweisfiihrung wurde noch das Silbersalz der Palmitinséure 
hergestellt, indem der Riickstand der Fettséure in siedendem Alkohol 
gelést und mit Silbernitrat versetzt wurde. Die nach wiederholter Um- 
kristallisation erhaltenen Plattchen des Silbersalzes ergaben bei der Analyse: 
0,0319 g Substanz, 0,0130 g AgCl, 9,78 mg Ag, 30,66°, Ag (theoretischer 
Wert 29,70°%). 

Damit ist ein weiterer Beweis fiir die Identitaét mit der Palmitinsdur: 
gegeben. 

Die anfallenden alkoholischen Filtrate enthielten die fliissigen Fett- 
sduren und ergaben nach der Aufarbeitung 1,19 g (63,84°,) eines rotbraunen 
Oles, in welchem die Jodzahl bestimmt wurde. 





Substanz Thiosulfat Jodzahl 
£ eem 

0,1008 7,5 | 93,60 

0,1332 10,0 94.44 


(Jodzahl der Olséure theoretisch 90,07 °%,.) 


Die Elaidinprobe und die Probe nach Manea auf Olséure fielen positiv 
aus. Die Differenzen in der Jodzahl mit der theoretischen scheinen ihre 
Ursache in den anhaftenden Beimengungen von Carotin und Oxydations- 
produkten desselben zu haben. Daf es sich aber, wie bei der hohen 
Jodzahl leicht anzunehmen war, nicht um eine stérker ungesaéttigte Saéure 
handelte, geht aus den folgenden Versuchen hervor. 

Es wurde das Bariumsalz der fliissigen Fettséure dargestellt, indem 
die élige, rotbraune Substanz in heiBem Alkohol gelést und mit iiber- 
schiissigem Bariumhydroxyd 2 Stunden auf dem Wasserbad digeriert 
wurde. Vom iiberschiissigen Bariumhydroxyd wurde abfiltriert und das 
Filtrat eingedampft. Der gelblichweiBe Riickstand wurde einige Male 
aus einem Ather-Alkoholgemisch umkristallisiert und nach der nassen 
Veraschung der Bariumgehalt ermittelt. 





Substanz Bariumsulfat Barium 
g g %Fo 


0,1024 0,0378 21,7 19,63 


Barium theoretisch 
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Abgesehen von diesen Zahlenwerten konnten auch die Ergebnisse 











irde eines Bromierungsversuchs einerseits die Abwesenheit héherer ungesaéttigter 
iby Fettséuren (Linol-, Linolenséiure) bestaétigen, andererseits die Anwesenheit 
gp von Olséure, die als Dibromid isoliert wurde, beweisen. Somit war also 
won die Existenz der Olsdure sichergestellt. 
ire- Als Spaltungsprodukte der mit Methylacetat gefallten Substanz 
_ waren demnach gefunden worden: Cholin, Palmitin- und Olséure, 
Glycerinphosphorsdure und Kohlenhydrat (Glucose). 
ure ’ 
lem Die quantitativen Untersuchungen am Phosphatid und _ die 
om Identifizierung der einzelnen Spaltprodukte dienen als Unterlage fiir 
acn P . . . . . . 
akt die Beurteilung des Phosphatids als eines Palmityloleyllecithins. 
C). Auf die wohl in adsorptiver Bindung vorkommenden Beimengungen von 
ure Kohlenhydraten sowie von Carotin und seiner Oxydationsprodukte 
. . . 5 
hol muB noch hingewiesen werden. Bemerkenswert ist auch das Uber- 
m- : sag , . os ° saith ad 
wiegen der ungesdttigten Fettsauren tiber die gesdttigten. 
se: 
her 
b) Zusammensetzung der acetonléslichen Substanz. 
ure 
In der namlichen Weise wurde der in Aceton und Methylacetat 
ett- lésliche Phosphatidanteil analysiert. Die acetonlésliche Substanz stellte 
en nach dem Trocknen im Vakuum ein zahes rotbraunes ©] dar, welches 
sich in organischen Lésungsmitteln leicht léste. 
Tabelle VI. 
Substanz Mg» Ps O; P Substanz n/10 Lauge N P:X 
g g Op g cem 0), F 
1,0026 0,0056 0,155 1,042 1,98 ; 0,27 1:3,8 
tiv 
hre Substanz Fettsduren Fettsduren Glucose Substanz Ag J Glycerin 
ca g g %l9 %p g g Oj, 
ehh 
are 1,547 1,275 | 82,4 2,79 0,3014 0,1612 2,1 
em 
er- Cholin und Kephalin waren nicht auffindbar. Da aber in Vor- 
ert versuchen aus den Riicksténden der Acetonlésung Phytosterin isoliert 
-a werden konnte, so wurde in diesem Praiparat das Gesamtcholesterin 
ale ~Naee mre - , 
aad quantitativ nach der Digitoninmethode von R. Windaus! bestimmt. 
5,93 g Substanz, 0,1310 g Digitonid, 0,0318 g Phytosterin, 
0,53°% Phytosterin. 
1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 238, 1909. 
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Die Bestimmung des Unverseifbaren erfolgte nach der Naherungs- 
methode von Allan und Thomsen! und ergab bei 5,12 g Substanz 
0,623 g Riickstand oder 12,20°%. 

Die tieforangerote Farbe des Riickstandes sowie die angestellten 
qualitativen Reaktionen auf Carotin lieBen den SchluB zu, daB der 
unverseifbare Anteil zum gréBten Teil aus Carotin bestand. 


c) Zusammensetzung der mit Methylacetat nicht fallbaren 
Substanz. 

Erhalten wurden: 7,67 g (14,05°, der Rohphosphatidfallung) einer 
sirupésen, hellbraunen, fettigen Masse, die ebenfalls in allen organischen 
Lésungsmitteln, mit Ausnahme von Aceton, léslich war. Die Substanz 
wurde in bekannter Weise aufgearbeitet. 


Tabelle VII. 





Substanz Mgye P2 O7 4 Substanz n/10 Lauge N 





P:N 
g g Oy g ecm 09 
10744 | 0,0304 0,79 1,0822 | 4,98 0,64 | 1:18 
Substanz Fettséuren Fettsduren Glucose Substanz AgJ Glycerin 
£ ft "lo 99 g g 9% 
1,3922 1,0232 73,5 3,82 | 0.3048 0,383 4,92 


In dieser Substanz fiel die mit Goldchlorid angestellte Reaktion 
auf Cholin schwach positiv aus. 


Zusammenfassung. 


Es ist gezeigt worden, daB ohne vorausgegangene Wasserbehandlung 
Phosphatide mit héherem P- und N-Gehalt erhalten werden und dal 
eine Depression in den P- und N-Werten darauf zuriickgefiihrt werden 
muB, da Aceton und Methylacetat Phosphatid in Lésung halten. Da- 
durch werden die im gereinigten Lecithin auftretenden Differenzen 
erklart. Bei der Behandlung des Phosphatids mit Aceton, ganz be- 
sonders aber bei seiner oftmaligen Umfallung mit Methylacetat, wird es 
in voneinander differente Anteile geschieden, welche nur Spaltprodukte 
des Phosphatids, aber keine verschiedenen Phosphatide darstellen. 
Es kénnte also die Methode der alkoholischen Extraktion und der 
darauffolgenden Fallung mit Aceton bzw. Methylacetat, der sicherlich 
eine praparative Bedeutung zukommt, insofern zu Irrtiimern fiihren, 
als man in den erhaltenen Riickstaénden organisch gebundenen Phosphor 


1 Chem. News. 48, 267, 1881. 
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und Stickstoff auffindet, und zwar in einer Menge, welche die Existenz 
irteigener Phosphatide vortauscht. Die experimentellen Ergebnisse 


bestatigen aber, daB in der atherischen Phosphatidlésung neben Fetten 
und Lipochromen Phosphatide in intaktem, aber auch in chemisch 
verandertem Zustand vorkommen, und daB je nach den Fillungs- 
bedingungen Fettsaureanteile und Lecithinanteile in das Aceton wandern, 
wahrend das Methylacetat einen nicht unerheblichen Anteil von auf- 
gespaltenem, aber auch von intaktem Phosphatid aufnimmt. 


Durch Addition der in den einzelnen Fraktionen ermittelten 
P-N-Werte erhalt man, wie aus der Tabelle hervorgeht, eindeutig 
nahezu die fiir reines Lecithin berechneten theoretischen Zahlen. 


Tabelle VIII. 


Phosphor- und Stickstoffgehalt der Phosphatidfraktionen. 





Versuch 1 Versuch 2 

P N P is XN ; 

lo 0/, ® 0 "'o 

Reines Phosphatid . . . 2,60 0,18 3,08 1,12 

Acetonléslicher Anteil. . 0,60 0,43 0,16 0,27 
Methylacetatléslicher 

Ramee: ee ers th S 1,61 1.07 0.79 0,64 

Summe: 4.81 1,68 4,03 2,03 


Versuch 1, dessen Aufarbeitung sich von Versuch 2 dadurch 
unterscheidet, daB der Ausfallung des Phosphatids eine mehrfache 
Behandlung der atherischen Lésung mit Wasser zur Entfernung der 
Kohlenhydrate vorausgegangen war, zeigt bemerkenswerte  Ab- 
weichungen. Der acetonldsliche Anteil enthalt mehr Phosphor und 
Stickstoff, der methylacetatlésliche Anteil doppelt so viel an Phosphor 
und Stickstoff, also praktisch den gréBten Teil an Stickstoff, wahrend 
das reine Lecithin eine bedeutende Abnahme im Phosphor- und Stick- 
stoffgehalt zeigt. Es geht daraus wiederum die Tatsache hervor, daB 
Methylacetat ein Lésungsmittel fiir Phosphatid darstellt, selbst dann, 
wenn unter extremen Temperaturbedingungen gearbeitet wird. Még- 
licherweise erfolgt auch durch die Behandlung mit Wasser, dem zur 
Zerstérung auftretender Emulsionen Kochsalz zugesetzt wird, eine 
hydrolytische Spaltung des Phosphatids an der stickstoffhaltigen 
Komponente. 

Es wurde fernerhin gezeigt, daB in der Mohrriibe ein Phosphatid 


vorkommt, dessen Spaitprodukte fiir ein Monoaminophosphatid vom 
Typus eines Palmityloleyllecithins sprechen. 








Tabelle IX. 


Zusammensetzung des reinen Phosphatids. 
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Palmityloleyllecithi 


Bezeichnung: Mohrriibe (errechnet) 
Darstellung: Extraktion mit Alkohol, Fallung mit 
Aceton und Methylacetat in der Kilte 
i ee eee 3,08 3,99 
eee 1,07 1,80 
r:3 1: 0,77 1:1 
Fettsiuren . .% 71,94 69,20 
Glycerin . . . % 8,28 9,55,/11,8 
Spaltungsprodukte Palmitinsaiure, Olséure, Cholin 
Zucker. . .°.% 8,95 —_— 


, . . . . + . os 
Vergleichsweise sei ein Uberblick iiber den Prozentgehalt von 
Phosphatid aus einigen Leguminosen- und Cerealiensamen gegeben. 


Tabelle X. 








Bezeichnung — Bezeichnung I — 
Gelbe Lupine . 1,55 SS OEer ean ern 0,65 
Sojabohne 1,64 OOD ose» whe 0,57 
Wicke . 1,22 meee a eH 0,74 
Bohne . 0,81 Mohrribe ..... 0,35 
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Uber den EinfluG des ultravioletten Lichtes auf die Saccharase. 


II. Mitteilung: 
Die Rolle von Tryptophan und Hefegummi. 


Von 


G. Gorbach und K. Lerch. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Mikrobiologie der Technischen Hoch- 
schule Graz.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die erste Mitteilung (1) iber den EinfluB des ultravioletten Lichtes 
auf die Saccharasepraparate brachte die Darstellung der Untersuchungen 
der Absorptionsspektren verschiedenartig gereinigter Enzymlésungen. 
Bei allen untersuchten Praparaten erhielten wir ein Absorptionsband 
mit dem Maximum der Absorption bei 270 mu, welches, wie ver- 
gleichende Experimente mit reinen Tryptophanlésungen zeigten, 
_ dem Tryptophan in den Praparaten zugeschrieben werden kann. Die 
_ Messung der Absorptionsspektren gestattet noch, Tryptophanmengen 
| zu bestimmen, welche mit den gewohnlichen analytischen Methoden 
nicht mehr nachweisbar.sind. Die Untersuchung der verschiedenen, 
Saccharasepraparate mit dieser Methode ergab, daB der Tryptophan- 
gehalt, der wahrend der Dialyse stark abnahm, nach einer Adsorption 

an Tonerde mit nachfolgender Elution in den Eluaten vermehrt erschien. 
Diese Ergebnisse fiihrten zu dem SchluB, da® in unseren Saccharase- 
praparaten dem Tryptophan im Sinne Fodors (2) die Rolle des brauch- 
baren Tragers fiir die zymoaktive Substanz zufallt. Da Tryptophan 
durch ultraviolettes Licht zerstért wird, kénnte die schadigende Wirkung 
dieser Strahlen auf die Zerstérung des Tryptophans zuriickgefiihrt 
werden, um so mehr, da es gelang, die Enzympraparate durch vor- 
geschaltete Tryptophanlésungen vor der Inaktivierung durch ultra- 
violettes Licht zu schiitzen. 

Bei den folgenden Arbeiten wurde einerseits die Abhangigkeit 
der Enzymaktivitét vom Tryptophangehalt wahrend der Dialyse 
gealterter Autolysate untersucht und andererseits das Hefegummi, 
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das nach den Untersuchungen Willstdtters ebenfalls einen hartnackige: 
Begleiter hochgereinigter Saccharasepraparate darstellt, hinsichtlic! 
seines Absorptionsvermégens fiir kurzwelliges Licht iiberpriift. 


Untersuchungsteechnik. 
Saccharasepraparate. 


Die Gewinnung der Enzympraparate geschah auf dem in der ersten 
Mitteilung (1) dargelegten Wege durch Autolyse von Bierhefe und Reiniguny 
der Autolysate durch Dialyse mit darauffolgender mehrmaliger Adsorption 
und Elution. Als Adsorptionsmittel diente auch diesmal vorwiegend Ton- 
erde ,,C‘*. Eluiert wurde mit einer 0,5°% igen Lésung von sekundérem 
Kaliumphosphat. Die Bestrahlungstechnik deckt sich mit jener der ersten 
Mitteilung (Il. c.). 

Dialyseversuch. 


Als Dialysiermembranen dienten Rindsdirme. Dieselben muSten 
vor dem Gebrauch mehrere Tage in flieBendem Wasser ausgewaschen 
werden. Dabei trat eine Quellung der Darmhéute ein, wodurch spitere 
Enzymverluste bei der Dialyse vermieden werden konnten. Das Ein- 
weichen der Darme in flieBendem Leitungswasser zeigte sich genau so 
wirksam wie eine Quellbehandlung in alten Autolysaten. Dies zeigt, dal} 
die Quellung an sich allein und nicht eine Abséttigung mit EiweiSstoffen 
die Darme zur verlustlosen Enzymdialyse beféhigt. Wahrend der Dialyse 
wurden nach bestimmten Zeiten Proben entnommen und zur Bestimmung 
der jeweiligen Aktivitét, des Trockenriickstandes sowie des Tryptophan- 
gehaltes verwendet. Aus den die Abnahme des Trockenriickstandes einer- 
seits, wie des Tryptophangehaltes andererseits angebenden Zahlen lief 
sich der jeweilige Prozentgehalt an Tryptophan im Trockenriickstand 
berechnen. Die Bestimmung der Aktivitét wurde durch Refraktometrie 
nach Gorbach (3) unter Verwendung von 8%iger Rohrzuckerlésung vor- 
genommen. Den Tryptophangehalt bestimmten wir auf spektroskopischem 


Wege (1). Der Gehalt an Trockensubstanz wurde durch einstiindiges 
Trocknen der Probe in kleinen Schalechen oder Verbrennungsschiffchen 
bei 110° festgestellt. ‘ 


Hefegummidarstellung. 


Das Hefegummi wurde nach dem Verfahren von Salkowski (4) ge- 
wonnen. Uns diente 1 kg Bierhefe, wie sie von uns zur Herstellung der 
Saccharasepraéparate verwendet wurde, als Ausgangsmaterial. Es empfiehlt 
sich, die Hefelésung zuerst zu erhitzen und erst dann die Fehlingsche Lésung 
zuzugeben, da bei langer als 20 Minuten dauernder Erhitzung bereits 
Reduktion der Hefegummi-Kupferverbindung eintritt. Die Aufnahme 
des Hefegummi-Ultraviolettspektrums geschah nach Scheibes Methode cer 
Vergleichsspektren. Die Ausfiihrung der Messung ist in der ersten Mit- 
teilung beschrieben. 


Versuchsergebnisse. 


Zur Ausfiihrung des Dialyseversuchs wurde ein 3 Monate altes. 
durch Saurefillung gereinigtes Autolysat verwendet. Der Trocken- 
riickstand betrug 0,072 g/cecm, die Aktivitat 6,70 Refraktometer- 
skalenteile in 30 Minuten bei Anwendung von 8°, Rohrzucker und unter 
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ge! den tblichen Bedingungen. Die bei der Dialyse dieses Autolysats 
lich erhaltenen Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt. 
Die Abb. 1 veranschaulicht die Abnahme des Trockenriickstands 


Tabelle I. Dialyseversuch; zu Abb. 1 und 2. 
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ante! Kurve I: Abnahme des Trockenriickstands im Dialysat. 
Kurve II: Abnahme des Tryptophangehalts im Dialysat. 
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(Kurve 1) und jene des Tryptophans (Kurve II) wahrend der Dialyse 
Aus praktischen Griinden ist die Abnahme des Trockenriickstands 
logarithmisch dargestellt. Wie die beiden Kurven zeigen, fallt sowoh| 
der Trockenriickstand wie auch der Tryptophangehalt des Autolysats 
in den ersten Stunden der Dialyse rasch ab. Der Trockenriickstand sinkt 
dabei von 0,072 g/ccm auf 0,0014 g/cem, also auf 1/5, des Anfangs. 
wertes. Nach dieser Zeit erfolgt die Abnahme langsamer. Nach 








. W BO 120 760 200 24) Stunden 
Abb. 2. 
Kurve I: Aktivitat der Enzymlisang in Refraktometergraden pro 30 Min. 


. Il: Aktivitat/1000 . Trockenriickstand. 
, Ill: Prozente Tryptophan im Trockenriickstand. 
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264 Stunden dauernder Dialyse sind im Kubikzentimeter nur noch 
0,00019 g Substanz vorhanden, also 4/,;, des urspriinglichen Wertes. 
Im Vergleich dazu sinkt der Tryptophangehalt nach 30stiindiger 
Dialyse auf 1/,; des Anfangswertes, wahrend nach dieser Zeit auch hier 
die Abnahme pro Zeiteinheit kleiner wird. Nach 264stiindiger Dialyse 
ist nur noch 1/,;9 der anfianglichen Tryptophanmenge in der Lésung 
vorhanden. Beriicksichtigt man bei diesen Ergebnissen die Anderung 
der Wirksamkeit wahrend der Dialyse (Abb. 2, Kurve I), so findet 
man, daB trotz des raschen Abfalls des Tryptophangehalts und der 
Trockenriickstande in den ersten 30 Stunden der Dialyse die volle 
Enzymaktivitat erhalten bleibt (Abb. 2). Erst nach dieser Zeit fallt die 
Wirksamkeit bis zur 42. Stunde der Dialyse rasch ab, wahrend in den 
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folgenden Stunden die Abnahme der Wirksamkeit nur noch gering ist. 
In den ersten Stunden der Dialyse duBert also die Abnahme des 
lrockenriickstands und des Tryptophangehalts auf die Wirksamkeit 
der Enzymlésung keinen EinfluB, denn die volle Aktivitat bleibt er- 
halten. Man kann sogar noch ein leichtes Ansteigen der Wirksamkeit 
beobachten. 


Ein véllig verandertes Bild erhilt man, wenn die Wirksamkeit 
und der Tryptophangehalt auf die Einheit des jeweils vorhandenen 
Trockenriickstands berechnet werden. Man sieht aus einer derart 
erhaltenen Wirksamkeitskurve (Abb. 2, Kurve II), daB die Wirksamkeit 
in den ersten Stunden der Dialyse stark ansteigt; parallel mit diesem 
Anstieg erhéht sich auch der Tryptophangehalt im Trockenriickstand 
(Abb. 2, Kurve III). Nach 30 Stunden beginnt die Wirksamkeit ab- 
zufallen; parallel damit ist auch eine Abnahme des Tryptophangehalts 
zu beobachten. Nach 48 Stunden steigt jedoch die Aktivitét wieder 
an, obwohl der Tryptophangehalt weiter sinkt und erst nach 74 Stunden 
einen starkeren Anstieg zeigt. Bei dieser groBen Erhéhung der Wirksam- 
keit, welche nach 7 Tagen ihr Maximum erreicht, steigt der Tryptophan- 
gehalt im Trockenriickstand auf mehr als das Doppelte. Der rapide 
Abfall der Aktivitat nach 218stiindiger Dialyse wird von keiner weiteren 
Verminderung begleitet. Der prozentuale Tryptophangehalt steigt 
immer noch etwas an. Diese Unstimmigkeit kann aber auch auf der 
Ungenauigkeit der Messung bei den geringen Tryptophankonzentra- 
tionen in der Lésung beruhen; diese lange dialysierten Enzymlésungen 
enthielten nur noch 0,001°% Tryptophan. Dadurch ist die genaue 
quantitative Ausmessung des Absorptionsspektrums nicht mehr ge- 
wahrleistet. Im allgemeinen scheint der Tryptophangehalt dem Anstieg 
und Abfall. der Wirksamkeit zu folgen. Dies gilt besonders fiir die 
ersten Stunden der Dialyse. 


AnschlieBend an diese Untersuchungen wurde das aus Bierhefe 
dargestellte Hefegummi auf seine Absorptionseigenschaften im ultra- 
violetten Teile des Spektrums zu priifen versucht. Aus Griinden der 
ZweckmaBigkeit diente dieselbe Bierhefe als Ausgangsmaterial, wie sie 
zur Darstellung der Saccharasepraparate verwendet wurde. Denn es 
war zu vermuten, daB die Absorption unserer Enzympraparate nicht 
allein vom Tryptophan hervorgerufen werde, sondern auch das 
Hefegummi daran beteiligt sei. Die Abb. 3 nach Tabelle II gibt 
die Extinktionskurve des Hefegummis wieder. Die Messung erfolgte 
in 1% iger wasseriger Hefegummilésung. Die Berechnung der pro- 
zentualen Extinktionskonstanten geschah nach der Formel 
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Tabelle Il. 


Absorptionsspektrum von Hefegummi, zu Abb. 3. 











Prozentuelle Prozentuelle Prozentuelle 
a Extinktions- y) Extinktions- A Extinktions- 
konstante konstante konstante 
221 2,604 259 0,699 290,5 0,347 
228 2,000 559 0,651 295 0,349 
233 1,648 261 0,694 296 0,301 
236,2 1,398 263 0,602 303.5 0,301 
238,5 1,302 273 0,602 309 0,262 
245.5 1,000 275 0,523 318 0,228 
249 1,046 277 0,500 326,5 0,199 
254 0,912 280 0,456 341 0,173 
259,7 0,796 286,5 0,412 
K 
19 
7 Abb. 3. 
Extinktionskurve 
pe des Hefegummis. 
15 
07 
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wobei c die prozentuale Konzentration, d die verwendete Schichtdicke 
und s die Schwachung des Lichtes mit Hilfe des rotierenden Sektors 
bedeutet. Wie die erhaltene Extinktionskurve zeigt, besitzt das Hefe- 
gummi keine selektive Absorption fiir den gemessenen Bereich. Das 
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ultraviolette Licht wird gegen das Gebiet der kiirzeren Wellenlingen 
immer starker absorbiert. Dem Werte nach ist die Absorption des 
ultravioletten Lichtes allerdings gering. Den Héchstwert fiir A findet 
man bei A = 220 mu. Berechnet man aus den in der ersten Mitteilung 
enthaltenen Absorptionswerten des Tryptophans die Extinktions- 
konstanten, so erhalt man fiir das Absorptionsmaximum bei 270 mu 
den Wert 340. In diesem Gebiet besitzt das Hefegummi die Extinktions- 
konstante k =: 0,54. Die Absorption des Hefegummis ist an dieser 
Stelle durchschnittlich 630mal geringer. Daraus erhellt, daB die Zer- 
stérung des Hefegummis als Trager der enzymatischen Wirksamkeit 
durch ultraviolettes Licht nur eine untergeordnete Rolle spielt. Eine 
weitere Bestatigung dieser Annahme kann durch die Wiederholung 
des in der ersten Mitteilung angefiihrten Versuchs mit Tryptophan als 
Filter erbracht werden. Nimmt man statt Tryptophan Hefegummi in 
0,1°,iger Lésung als Filter, so wird unter denselben Versuchsbedingungen 
die darunter befindliche Enzymlésung ebenso geschiadigt wie die 
Kontrollésung mit destilliertem Wasser. Die diesbeziiglichen Versuchs- 
ergebnisse sind in der Tabelle III niedergelegt. Das Hefegummi ist 
also im Gegensatz zum Tryptophan nicht imstande, die fiir die In- 
aktivierung der Enzymlésung verantwortlichen kurzwelligen Strahlen 
abzuschirmen. 
Tabelle III. 


Praparat: Eluat. Bestrahlungszeit: 30 Minuten. 





Wirksamkeit in Refraktometerskalenteilen in 30 Minuten 





Versuch ; ana Spay res 
Tor der Be » _ sin Mindat ‘ Mit 2.5 mm Filter 
Vor der Bestrahlung Nach der Bestrahlung 0,19 ¢ Hefegummi 

I 0,25 0,09 0.11 

I 0,21 0,05 . 0,06 


Zusammenfassung. 


Die Aktivitét des Autolysats nimmt in den ersten Stunden der 
Dialyse zu. Nach 30 Stunden fallt sie stark ab, wihrend nach 48 Stunden 
die Wirksamkeit, abgesehen von geringen Schwankungen, stetig ab- 
nimmt. Der Trockenriickstand fallt schon in den ersten Stunden der 
Dialyse auf einen geringen Bruchteil des Anfangswertes. Nach 
48 Stunden ist die Anderung nur noch gering. Dasselbe Bild zeigt 
auch der auf spektrophotometrischem Wege gemessene Tryptophan- 
gehalt. Bezieht man aber die Wirksamkeit und den Tryptophangehalt 
auf die Einheit des Trockenriickstands, so ergibt sich, dab der Trypto- 
phangehalt wahrend der ersten Stunden der Dialyse in guter Uber- 
einstimmung mit dem An- und Absteigen der Wirksamkeit parallel 
geht. Die starke Abnahme der Aktivitat nach 30stiindiger Dialyse 
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wird von einem ebenso kraftigen Zuriickgehen des Tryptophangehalt. 
begleitet. Wahrend der nachsten Stunden steigt die Wirksamkeit 
erheblich an und erreicht nach 168 Stunden ihr Maximum. Trotz dieses 
Anstiegs der Wirksamkeit fallt der Tryptophangehalt noch ein wenig, 
um erst dann wieder anzusteigen. Im allgemeinen geht der Tryptophan- 
gehalt mit der Wirksamkeit des Autolysats wahrend der Dialyse Hand 
in Hand. In Analogie zum Tryptophan wurde das Absorptionsspektrum 
des Hefegummis gemessen. Das Hefegummi zeigt im Gegensatz zi 
Tryptophan keine selektive Absorption. Das ultraviolette Licht wird 
gegen das Gebiet der kiirzeren Wellen immer starker absorbiert. Dem 
Werte nach ist die Starke der Absorption im Vergleich zu jener des 
Tryptophans sehr klein; sie betragt bei einer Wellenlinge von 270 my 
nur 1/5, von derjenigen des Tryptophans. Die Zerstérung des Hefe- 
gummis als Trager der enzymatischen Wirksamkeit kommt demnach 
fiir die Inaktivierung der Saccharasepraparate kaum in Frage. Das 
Hefegummi ist auch nicht imstande, gelést als Filter vorgeschaltet, 
die Saccharaselésung bei der Bestrahlung durch ultraviolettes Licht 
vor der Inaktivierung zu bewahren. 


Literatur. 


1) G. Gorbach u. K. Lerch, diese Zeitschr. 219, 122, 1930. — 2) A. Fodor, 
Das Fermentproblem, 2. Aufl. Verlag Steinkopff, 1929. — 3) @. Gorbach, 
diese Zeitschr. 217, 440, 1930. — 4) EB. Salkowski, Ber. 27 (1), 497, 1894. 
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Uber die tierischen Adeninnucleotide. 


Von 
U. Mroezkiewiez. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1931.) 


Der Zweck dieser Untersuchung war, die gegenseitige Beziehung 
der tierischen Adeninnucleotide klarzulegen. 


Bekanntlich ist von Hoffman! aus Schweineblut ein freies Adenin- 
pentosenucleotid zuerst isoliert worden, dessen Existenz schon friiher 
von Bass? (1913) und von Jackson*® (1923) wahrscheinlich gemacht worden 
war. Dieses Nucleotid wurde zunéchst als mit dem Adeninnucleotid aus 
Hefenucleinséure von Jones und Kennedy* (1918) identisch angesehen. 
Im Jahre 1927 wurde dann von Embden und Zimmermann® das Adenin- 
pentosenucleotid auch aus dem Muskelgewebe isoliert, auf dessen Des- 
aminierbarkeit im Muskelgewebe und Zusammenhang mit der Inosinséure 
die Autoren hingewiesen haben: durch die Arbeiten von Embden*®, Schmidt? 
und Parnas® sind diese erwiesen worden. und die eigentliche Muttersubstanz 
des Adeninnucleotids ist dann in der Adeninnucleotidpyrophosphorséure 
von Lohmann® entdeckt worden. Beim Vergleich des Muskeladeninnucleo- 
tids mit dem Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure von Jones und Kennedy 
ergab sich nun (Hmbden und Schmidt'®), daB diese Substanzen nicht identisch 
sind, weil das Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure im Muskelbrei nicht 
desaminierbar ist und sich bei der Séurespaltung anders verhalt als das 


1 Journ. of. biol. Chem. 68, 675, 1925. 

2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 76, 40, 1914. 
3 Journ. of biol. Chem. 57, 121, 1923. 

* Jones Nucleic Acids, London 1920. S. 35. 

5 H. 167, 114, 1927. 

6 Klin. Wochenschr. 6, 14, 1927. 

7 H. 179, 243, 1928. 

8 Diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 

® Naturwiss. 31, 625, 1929. 

® H. 181, 130, 1929. 
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Muskelnucleotid. Die Stellung des ersten tierischen Adeninnucleotids von 
Hoffman blieb zunaéchst ungeklart. Parnas! (1929) nimmt an, daB die 
beiden im tierischen Organismus vorkommenden Nucleotide, das von 
Hoffman und das von Embden identisch sind. Die Desaminierbarkeit 
des im Blute vorkommenden Nucleotids, das als Muttersubstanz sowohl! 
des im Blute entstehenden Ammoniaks wie des Hypoxanthinnucleotids 
aufgefaBt werden muB, ist von Mozotowski*® nachgewiesen worden. Anderer 
seits erwahnt Jost*, da8 das Muskeladeninnucleotid im Blute desaminierbat 
ist. Bei Versuchen iiber die Reduktionsfahigkeit des Adeninnucleotids 
fand J. Roche*, daB das Blutadeninnucleotid gréBere Reduktionswirkung 
als das Muskelnucleotid hat. 1 mg des Muskeladeninnucleotids zeigt einen 
Reduktionswert = 0,05 bis 0,08 mg Glucose, wahrend Img des Blut- 
adeninnucleotids einen Reduktionswert = 0,10 bis 0,20 mg Glucose hat. 
Kiirzlich haben Embden und Deuticke® ein Adeninnucleotid aus der Kalbs- 
niere isoliert; dieses Adeninnucleotid ist durch das Muskelferment nach 
Schmidt desaminierbar, und dadurch scheint seine Identitaét mit Muskel- 
adeninnucleotid erwiesen zu sein. 

Zu diesen Untersuchungen kommen die von M. V. Buell® hinzu, die 
insofern bemerkenswert sind, da sie nach ganz anderer Methodik als der 
der Embdenschen Schule und unseres Laboratoriums ausgefiihrt sind. 
M. Buell verfahrt nach der klassischen Methode der Jonesschen Schule. 
die darin besteht, daB die Nucleinséuren oder ihre Abbauprodukte, deren 
Umsatz im tierischen Gewebe untersucht werden soll, mit dem unter 
suchten Gewebe lingerer Autolyse im Brutschrank unterworfen werden 
(115 bis 11 Tage) und dann die Autolysenprodukte nach vollstaéndiger 
Hydrolyse auf ihre Amino- und Oxypurine untersucht werden. Es wird 
also dabei nur die endgiiltige Veranderung der im Ausgangsmaterial ent- 
haltenen Purine studiert, ohne daB Anhaltspunkte iiber den Weg der Um- 
wandlung gewonnen werden kénnten. M. Buell findet auf diese Weise, 
da8 Kaninchenmuskeln Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure zu des- 
aminieren vermégen, wéhrend Rattenmuskeln diese Fahigkeit nicht be- 
sitzen. M. Buell erwaihnt auch Versuche, in welchen sie die Umsetzung 
von Muskeladeninnucleotid aus Ochsenherzen mit der der Hefenucleinsaure 
im Kaninchenmuskelbrei verglichen hat; sie findet, da8 das Muskel- 
nucleotid leichter als das Nucleotid aus Hefenucleinséure desaminiert wird. 

Wir glauben, da8 die Desaminierungsversuche von M. uell in lang- 
fristigen Versuchen, bei hoher Temperatur, etwas anderes bedeuten als 
die Desaminierungen, wie sie etwa von Parnas’ in den nur minutenlangen 
traumatischen Versuchen studiert werden; wenn die Kaninchenmuskeln 
die Fahigkeit haben, eine langsame Desaminierung des Hefenucleotids 
aus Hefenucleinséure zustande zu bringen, so kann das vielleicht mit dem 
Anteil des Muskelgewebes an der Zersetzung exogener Hefenucleinséuren 
zusammenhangen, wie es nach derselben Methode am anderen Gewebe 
von Jones und seiner Schule erforscht worden ist. Dagegen zeigen die 


Diese Zeitschr. 206, 36, 1929. 

Ebendaselbst 206, 150, 1929. 

Ber. ii. d. ges. Physiol. u. exper. Pharm. 42, 561, 1928. 
Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 12, 636, 1930. 

H. 190, 62, 1930. 

6 Journ. of biol. Chem. 85, 435, 1930. 

7 Diese Zeitschr. 206, 21, 1929. 
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traumatischen Versuche von Parnas, die sich nur auf Minuten bei niedriger 
Temperatur erstrecken, den Anteil der endogenen Muskelnucleotide beim 
MuskelprozeB selber. 

Um die Identitaét oder Verschiedenheit des Blut- und Muskel- 
adeninnucleotids zu priifen, haben wir den folgenden Weg eingeschlagen : 
Wir haben die Desaminierbarkeit des Adeninnucleotids nach Hoffman 
aus Schweineblut und des Adeninnucleotids nach Embden aus Kaninchen- 
muskeln sowie eines Nucleotids aus Hefenucleinséure durch Frosch- 
muskelextrakt verglichen. Orientierende Versuche wurden im Frosch- 
muskelbrei ausgefihrt. 


In solechen Versuchen fanden wir, da Adeninnucleotid aus Kanin- 
chenmuskeln und Schweineblut sich genau gleich verhielten, dagegen 
konnten auch wir feststellen, daB Adeninnucleotid aus Hefenuclein- 
siure unter diesen Umstainden durch Froschmuskelferment nicht des- 
aminiert wird. 


Die Fermentlésung wurde nach der Vorschrift von Schmidt! aus 
den Hinterbeinmuskeln aus Temporarien hergestellt: 40 g Muskeln 
wurden im Porzellanmérser mit 120 ccm 2°,iger Natriumbicarbonat- 
losung zerrieben, 2 Stunden geschiittelt und durch ein Faltenfilter 
unter Toluol filtriert. 


Blutadeninnucleotid wurde aus Schweineblut nach Hoff/man, 
Muskeladeninnucleotid aus Kaninchenmuskeln nach Embden und 
Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure nach der Permanganatmethode 
von Jones und Kennedy isoliert?. 


Zu allen Proben waren neutralisierte Lésungen der Adeninnucleotide 
verwendet, welche folgende Mengen von Stickstoff nach Kjeldahl 
enthielten : 


I. Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure . 1 cem = 0,176 mg N 
Il. i » Kaninchenmuskeln 1 ,, = 0,145 ,, N 
III. ma » Schweineblut. ..1 ,, 0,127 ,, N 


Die Proben waren so zusammengestellt, das jedes Réhrchen 1 com 
des alkalischen Froschmuskelextraktes, l1cem der Adeninnucleotid- 
lésung und 2cem des n Acetatpuffers enthielt, pa = 5,9. Die Proben 
wurden in Thermostaten von 35° gestellt, und nach der Zeit, welche in 
der Tabelle angegeben ist, wurde das Ammoniak mit Boraxlésung im 
Apparat von Parnas und Heller abdestilliert und kolorimetrisch bestimmt. 


Die Ergebnisse befinden sich in der Tabelle. 


1H. 179, 243, 1928. 

2 Jones Nucleic Acids, London 1920, S. 119. Das Adeninnucleotid 
aus Hefenucleinséiure hat weil. Dr. Motylewski Zyqmunt nach der Per- 
manganatmethode dargestellt. 
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Tabelle. 
NH; N Hs 9 der 
Zeit N-Gehalt N gebildet 1/,; N-Gehalt erwarteten 
mg mg Menge 
Kontrolle . 14 Std. 0,0152 
oR 0,0212 0,0060 0,0353 17 
0,0457 0,0305 0,0290 105 
Ill. 0,0450 0,0298 0,0255 117 
Kontrolle . 17 Std. 0,0196 
; 0,0244 0,0048 0,0353 13 
ie 0,0424 0,0228 0,0290 78 
Il. 0,0450 0,0254 0,0254 100 
Kontrolle . 15 Std. 0,0200 
Se ae 0,0286 0,0086 0,0353 24 
0,0237 0,0037 0,0353 10 
i: 0,0468 0,0268 0,0299 92 
 . 0,0474 0,0274 0,0290 94 
Ill. 0,0498 0,0298 0,0254 117 
Ill. 0,0486 0,0286 0,0254 112 in 
Kontrolle:. 1 cem alkalisches Froschmuskelextrakt + 2cem Acetat- 
uffer. 
I. } ecem alkalisches Froschmuskelextrakt + 2cem Acetat- 
suffer + Leem der Lésung des Adeninnucleotids aus Hefe- 
nucleinséure. 
Il. l1eem alkalisches Froschmuskelextrakt + 2cem Acetat- 
puffer + lcem der Lésung des Adeninnucleotids aus zur 
Kaninchenmuskeln. un 
III. leem alkalisches Froschmuskelextrakt + 2ccm Acetat- abs 
puffer + leem der Lésung des Adeninnucleotids aus ame 
Schweineblut. 
ver 
Zusammenfassung. des 
Ste 
Es wurde die Desaminierbarkeit der Adeninnucleotide aus Hefe- Mes 
nucleinséure, Kaninchenmuskeln und Schweineblut unter der Wirkung Bec 
der Nucleotiddesaminasen der Froschmuskeln untersucht. Muskel und hoi 
Blutadeninnucleotide verhielten sich identisch, und es muB demnach \Ib 
das Hoffmansche Adeninnucleotid aus Blut und das Muskeladenin- Bes 
nucleotid von Embden und Zimmermann, im Gegensatz zum Adenin- i 
nucleotid aus Hefenucleinséure von Jones und Kennedy, als dieselbe 
Substanz angesehen werden. fiihi 
Zeit 
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Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. 


X. Mitteilung: 


Elektrochemisch-konstitutive Kennzeichnung von Proteinen mittels der 
Ag-Aktivitit ihrer Silbersalze. 


Von 


Edgar Goigner und Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1931.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Fragestellung. 


Die Problemstellung! in den anschlieBenden Untersuchungen soll 
zunachst nur kurz angedeutet werden. Sie wird eine nihere Erlauterung 
und Erganzung an der Hand des gewonnenen Materials im SchluB- 
abschnitt finden. Das einwertige Ag-Ion, das durch seine, vor allem 
in der Kleinvolumigkeit begriindete starkere Inaktivierung bei den 
verschiedenen Kolloiden und insbesondere den Proteinen hinsichtlich 
des Flockungsvermégens und der Fahigkeit umzuladen eine auffallende 
Stellung einnimmt, ist in seiner Aktivitét durch potentiometrische 
Messungen unter den Kationen relativ leicht bestimmbar. ~ Solche 
Beobachtungen liegen schon aus friiherer? Zeit vor. 7. Geill® hat 
ferner vor kurzem Versuche iiber die Flockungswerte desselben an 
Albumin und Globulin mitgeteilt, die zugleich durch kataphoretische 
Bestimmungen tiber den Ladungssinn der gebildeten Silbersalzproteine 
in verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen AufschluB geben. 

Versetzen wir nun ein hochgereinigtes Protein, dem wir‘ in Fort- 
fiihrung von Bjerrums® grundlegenden Betrachtungen, ebenso wie 


' Vgl. dazu Pauli, Kolloidzeitschr. 58, 51, 1930. 

2 Pauli u. Matula, diese Zeitschr. 80, 187, 1917. 

8 T. Geill, ebendaselbst 216, 165, 1929, dort vollstandige Literatur. 

* Ebendaselbst 158, 253, 1924; Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926; diese 
Zeitschr. 205, 71, 1929; Kolloidzeitschr. 58, 51, 1930. 

5 N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 174, 1923. 
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L. Ebert, G.S. Adair?, H. H. Weber*, L. Harris* eine zwitterionische 
Struktur zuschreiben, mit dem neutralen AgNO,, so werden die ver 
schiedenen Aktivitatsverhaltnisse des Ag mit verschiedenen Proteinen 
die elektrochemisch-konstitutiven Differenzen von deren Zwitterionen, 
formen wiederspiegeln. Wahlt man hingegen als Zusatz die Base AgOH, 
so werden die Proteine zugleich ihrer positiven Gruppen beraubt und 
in die polyvalenten, negativen Proteinionen iibergefiihrt. Es ergeben 
sich so die Méglichkeiten, diese Ionen mit der zwitterionischen Form 
sowohl bei dem gleichen Protein als auch bei verschiedenen Proteinen 
unter Benutzung der Ag-Aktivitat als Indikator zu vergleichen. De: 
hier eingeschlagene Weg hat sich als gangbar und in vieler Hinsicht 
aufklarend erwiesen. 


II. Herstellung der EiweiBsole. 


1. Seralbumin. Frisches Pferdeserum wurde mit einem halben Volumen 
kalt gesaittigter Ammonsulfatlésung versetzt und iiber Nacht im Eisschrank 
stehengelassen. Das ausgefallene Euglobulin wurde abfiltriert, das Filtrat 
mit einem Drittel Volumen geséttigter Ammonsulfatlésung versetzt und 
wieder iiber Nacht im Eisschrank stehengelassen. Das ausgefallene Pseudo- 
globulin wurde dann abfiltriert, das Filtrat mit Ammonsulfat ganz ge- 
saittigt und wieder im Eisschrank iiber Nacht stehengelassen. Nun wurde 
das ausgefallene Seralbumin abfiltriert, mit gesattigter Ammonsulfat- 
lésung gewaschen und in méglichst wenig Wasser gelést. Diese Lésung 
wurde im Faltendyalisator 6 Wochen bis zur spezifischen Leitfahigkeit 
von 1,2. 10-4 rez. Ohm dialysiert. Darauf wurde sie in einem Paulischen 
Elektrodialysierapparat, zuerst unter Vorschaltung von zwei, dann einer 
Kohlenfadenlampe, und schlieBlich ohne Widerstand bei 220 Volt durch 
4 Tage elektrodialysiert. Dabei konzentrierte sich das Sol und es wurde 
die sich bildende obere wasserige Schicht abpipettiert und durch vordialy- 
siertes Albumin ersetzt. Das auf diese Weise gereinigte und konzentrierte, 
vollkommen klare Sol hatte eine Leitfahigkeit von 6,5 .10—* rez. Ohm 
(ohne Wasserkorrektur), bei einem Trockengehalt von 2,41°,. Ein anderes 
Sol hatte bei einem Trockengehalt von 3,36°, eine Leitfahigkeit von 
8,1 . 10-* rez. Ohm. 


2. Ovalbumin. Das vom Dotter sorgfaltig abgetrennte Eiklar von 
trischen, durchleuchteten Eiern wurde geschlagen und unter Toluol zu- 
sammenfallen gelassen. Dann wurde die von Schaumresten abgetrennte 
Fliissigkeit mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und 1 Woche 
lang dialysiert. Hierauf wurde die Lésung unter allméhlicher Erhéhung der 
Spannung auf 220 Volt durch 2 Tage hindurch elektrodialysiert, vom 
ausgefallenen Globulin abfiltriert und dann noch 2 Tage weiter elektro- 
dialysiert. Das Sol hatte bei einem Trockengehalt von 4,33° eine Leit- 
fahigkeit von 1,5. 10-5 rez. Ohm und war wasserklar. 


1 L. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. 

2 G.S. Adair, N. Corders, T.C. Shen, Journ. of Physiol. 87, 288, 1929. 
3 H.H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 

4 L. Harris, The Biochem. Journ. 24, 1080, 1930. 
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3. Gelatine. Zerkleinerte, beste Emulsionsgelatine ,,Stéss‘‘! wurde 
n destilliertes Wasser unter Toluol- und Chloroformzusatz eingebracht 
ind | Woche lang bei zweimal taéglichem Wasserwechsel dialysiert. Hierauf 
wurde sie vorsichtig bei 35°C geschmolzen und in einem Elektrodialysier- 
apparat, zuerst unter Vorschaltung eines Lampenwiderstandes, 4 Tage 
lang elektrodialysiert. Die Leitfahigkeit betrug bei einem Trockengehalt 
von 6,27°, 1,4.10-5rez.Ohm. Das Gel hatte in dieser Konzentration 
eine schwach gelbe Farbung. 


4. Gelatosen. Gelatose a. 2,5°%,ige, voéllig gereinigte Gelatine wurde 
im Autoklaven bei 125°C 1 Stunde lang abgebaut. In der Konzentration 
von 1% hatte diese Gelatose ein py = 4,983 (aq = 1,04. 10—°) und zeigte 
nach mehrtégigem Stehen eine Leitfahigkeit von 4,1. 10-5 rez. Ohm. 
In der Konzentration von 2° wurde diese Gelatose elektrodialysiert, 
und zwar auf zweifache Weise. 

Gelatose b. Kathodisch und anodisch Pergamentpapiermembranen. 
Die Konzentration sank dabei auf 1,1°,. Die 1°%ige Gelatose hatte das 
Pu = 4,600 (ay = 2,51. 10-5), und nach mehrtagigem Stehen eine Leit- 
fahigkeit von 2,5. 10-5 rez. Ohm. 

Gelatose c. An der Kathode Pergamentpapiermembran, an der Anode 
eine Paulische positive Naturseidenmembran. Die Konzentration sank 
dabei auf 0,9°, und die Leitfahigkeit betrug 1,1 .10-°rez.Ohm. Die 
1°,ige Gelatose ec (durch Eindampfen auf dem Wasserbad konzentriert) 
hatte ein px 4,886 (aq = 1,30. 10-°n). 


In der Tabelle I sind die erreichten spezifischen Bruttoleitfahig- 
keiten (gleich nach der Elektrodialyse gemessen) und der Trocken- 
gehalt der Stammlésungen zusammengestellt : 


Tabelle I. 





0'5 Rez. Ohm 


Seralbumin Sol I . . 2,41 6,5. 10-° 
. ~~ oe 3,36 61..10°-¢ 
Ovalbumin..... 4,33 1.5.10-° 
Sarre 6.27 14.1075 
elektrod. Gelatogec . 0,9 1 .ae 


III. Potentiometrische Ag-Messung. — Messung von AgN0,- und 
Ag, 0-Liisungen. 


Die potentiometrischen Messungen der Ag-Aktivitaéten wurden mit 
einer n KCl-Kalomelelektrode als Bezugselektrode und einer Ag Cl-Elektrode 
ausgefiihrt, wobei gesaéttigte KN O,-Lésung als Zwischenfliissigkeit diente. 
Die modifizierte Nernstsche Formel zur Berechnung der Aktivitéten lautet 
bekanntlich: 

+ eee T) 


1 
Pag = log Ag ~ 0.0581 


1 Sie wurde uns in dankenswerter Weise von der Firma Stéss d& Co., 
Ziegelhausen-Heidelberg, zur Verfiigung gestellt. 
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bei 20°C. Es mute daher zunéchst 7», d. i. die der Ag-Aktivitét 
n entsprechende EMK. bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wurde 
eine AgNO,-Lésung von bekannter analytischer Konzentration und be- 
kanntem Aktivitaétskoeffizienten gemessen und daraus 


% = « — 0,0581 log : 
Ag 


berechnet. Uber Aktivitéten von Silbersalzlésungen finden sich in der 
Literatur nicht viele, hauptséchlich auf amerikanische Arbeiten beschrankte 
Angaben. Es wurde fiir die Bestimmung von 2, der Wert des Aktivitats- 
koeffizienten von 1.10-2n AgNO, genommen, der bei Lewis- Randall' 
angegeben und am besten fundiert ist. 1.10-? nAgNO,; wurde mit 
méglichster Genauigkeit zu wiederholten Malen mit mehreren AgCl-Elek- 
troden bei 20° gemessen und als Mittelwert 408,0 Millivolt gefunden. 
Der zugehérige Aktivitétskoeffizient ist 0,902. Daraus berechnet sich 


a — — 0,408 — 0,0581 . log — 7 liom 0,408 — 0,1188 = — 0,5268; 
die endgiiltige Formel zur Berechnung der Aktivitéten lautete daher: 

\ 1 a __ 0,5268 — x 

"Ca, "Ae — ~ 0,0681 


fiir 20°C. Um die Tabellen von Matula zu verwenden, wird die gefundene 
EMK. von 0,8103 (0,5268 + 0,2835 == 0,8103) subtrahiert. AuSerdem 
wurde eine Gerade konstruiert, mit deren Hilfe man pag sofort ohne Be- 
rechnung und ohne Verwendung der Tabellen ablesen kann. Als 
Abszissen sind die pag, als Ordinaten die entsprechenden EMK. auf- 
getragen. Die Punkte zur Konstruktion der Geraden waren die EMK. 
0,5268 fir p = 0 und die entsprechenden EMK. fiir p = 1, 2, 3, ..., 
die immer um 0,0581 Volt differieren. 


Herstellung der AgCl-Elektroden. Zuerst wurde mit Elektroden nach 
Noyes und Ellis? gemessen, spéter wurde ganz zu Elektroden nach Yoshitaka 
Katsu* iibergegangen, die viel einfacher und in einem Bruchteil der Zeit 
der anderen herzustellen sind. Herstellung der Elektroden nach den 
amerikanischen Autoren: Ein Platindraht von der Dicke 0,2 mm und der 
Lange 10 cm wird am Ende eines diinnen, schwer schmelzbaren Glasrohres 
eingeschmolzen, dann zu einer Spirale von dem a&uBeren Durchmesser 3 mm 
eingerollt und in konzentrierter Salpeterséure ausgekocht. Hierauf werden 
die Spiralen in einer KCNAg-Lésung elektrolytisch bei der Stromdichte 
von 0,006 Ampere pro Quadratzentimeter durch 4 Stunden versilbert. 
Dann werden sie 2 Tage lang mit haéufig gewechseltem Leitfahigkeitswasser 
gewaschen und mit einer Paste von gewaschenem Silberoxyd (durch Sus- 
pension von Silberoxyd im Wasser hergestellt) iiberzogen. Die Zwischen- 
réume der Spirale sowie der Hohlraum sind dabei mit Silberoxyd voll- 
sténdig auszufiillen. Die Spiralen miissen nun im Trockenschrank ge- 
trocknet und dann in einem breiten Verbrennungsrohr 4 Stunden lang 


1 Lewis-Randall, Thermodynamik usw., iibersetzt von O. Redlich. 
J. Springer, 1927. Wien. 

2 W.A. Noyes u. Ellis, The Journ. Amer. chem. Soc. 39, 2533, 1917. 

3 Y. Katsu, Journ. of Biophys. 2, September 1927. 
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auf 400 bis 500° erhitzt werden, wodurch das schwarzbraune Silberoxyd 
zu einer weiBben porésen Masse von reinem Silber reduziert wird. SchlieBlich 
chloriert man in einer 0,75 n HCl 16 Stunden lang bei 0,001 Ampere. Nach 
der Chlorierung werden die Elektroden noch 1 Tag mit gewechseltem 
Leitfahigkeitswasser gewaschen. 

Herstellung von AgCl-Elektroden nach Katsu. Der in ein Glasrohr 
eingeschmolzene Platindraht von 3cm Lange und 0,05em Dicke wird 
sorgfaltig gereinigt und in einer Lésung, die 3,4°% AgNO, und 5,4°, KCN 
enthalt, mit 2 Volt 30 Minuten lang versilbert. Dann wird 2 Minuten lang 
in einer 0,095 n KCl + 0,005 n NH,Cl-Lésung anodisch chloriert und mit 
Wasser gewaschen; alle Operationen mit Ausschlu8 von wirksamem Licht. 
Damit ist die Elektrode schon gebrauchsfertig. Das Glasrohr, in dem der 
Draht eingeschmolzen ist, hat Hg-Kontakt und ist an seinem oberen Ende 
erweitert und mit Schliff versehen, der in das ElektrodengefiB paBt. Dieses 
ist mit schwarzem Lack iiberzogen. 

Was die Genauigkeit der Bestimmung der EMK. betrifft, konnte 
diese fiir unsere Zwecke befriedigend (besonders bei héheren Konzen- 
trationen) auf 0,1 Millivolt gebracht werden. Um den Potentialunterschied 
bei einer anderen MeBtemperatur als 20°, sowie kleine Differenzen der 
AgCl-Elektroden zu eliminieren, wurde folgendes Verfahren eingeschlagen : 
Das Potential von AgNO,-Lésungen 1 . 10-4 bis 5. 10-2 n wurde bei 20° C 
mit mehreren AgCl-Elektroden méglichst genau bestimmt; die Werte sind 
in Tabelle Ila wiedergegeben. Bei jeder spateren Messung wurde nun, 
um den Einflu8 kleiner Temperaturschwankungen zu eliminieren, zugleich 
AgNO, entsprechender Konzentration bzw. bei den EiweifB-AgNO,- 
Mischungen reines AgNO, von demselben analytischen Gehalt gemessen 
und eine eventuelle Abweichung des letzteren vom Standardwert als 
Korrektur beriicksichtigt. 

In der Tabelle Ila sind in des letzten Kolonne die Aktivitaétskoeffi- 
zienten, berechnet aus den Aktivitéiten, enthalten. 


Tabelle Ila. 


Aktivitaten von Silbernitratlésungen. 





NagNOs EMK. Pry Gag fa 

i, 10-* 0),.2942 4,0034 9,92 .10-5 0,992 
1.10978 0.3517 38,0138 9,69 .10-4 0,969 
1.107? 0,4080 2,0448 9,02 .10-3 0,902 
2.1073 0,4241 I 1,7676 1,708 .19-? 0,554 
5.10-? 0,4445 1,4165 3,833 . 10-2 0,767 


Die iibrigen zur Berechnung der Ag N O,-Eiwei8mischungen verwendeten 
Aktivitaétskoeffizienten wurden aus den in der Tabelle Ila enthaltenen 
graphisch intrapoliert, auBerdem wurden sie potentiometrisch nach- 
kontrolliert. In Tabelle IIb sind alle verwendeten AgNO,-Lésungen mit 
ihren Aktivitétskoeffizienten, ihren Aktivitéten und den Mittelwerten der 
gemessenen spezifischen Leitfahigkeiten bei 25°C zusammengestellt. 
Letztere differieren von den in den International Critical Tables 1929 an- 
gefiihrten Werten fiir 1,5.10—* sowie 1, 2, 5.10-2n um 0,1 bis 0,3°,. 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 19 
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Tatelle IIb. 


Aktivitaétskoeffizienten, Aktivitéten und Leitfahigkeiten von Silbernitrat- 





lésungen. 
NagNO, fa sg Rez. Ohm bei 25° 
L .aer% 0,992 9,92 .10-* 
} 3879 0,969 9,69 .10-4 1,30 .10-4 
25.107 0,952 2,38 .10-3 Bet. ..10-* 
§& .10-° 0,932 4,66 .107° 6,34 .10~4 
L.wit 0,902 9,02 .10-% 1,244 .10-* 
1,5.10°? 0,876 1,314.10-? a 
2: .10°% 0,854 1,708. 10-2 2,421 .10-8 
2,.5.10-2 0,834 2,085 . 10-2 8,003 . 10-8 
3 .10% 0,818 2,454. 107? 3,555 . 10-8 
4 .10-? 0,791 3,164 . 10-2 4,667 . 10-8 
5 .1¢* 0,767 3,833 . 10-? 5,740. 10-4 


Silberoxyd ist in einer Reihe von Arbeiten untersucht worden, 
zuletzt besonders sorgfaltig und kritisch von EF. Laue', der fir cie 
Léslichkeit 1,31 bis 1,39. 10~4 Aquivalent/Liter bei 25° und 1,20 
. 10—4 Aquivalent /Liter bei 20°C fand. Die anschlieBenden Versuche 
(Tabelle III) hatten den Zweck, uns iiber die Erhéhung von [Ag | 
durch die Einwirkung der Kohlensaéure der Luft zu orientieren. 


Kahlbaumsches Silberoxyd wurde fiinfmal gewaschen und in einem 
gedimpften Jenakolben mit eingeschliffenem Glasstopfen in Wasser von 
der spezifischen Leitfahigkeit 6.10~-7rez.Ohm zur Lésung ausgesetzt. 
Der Kolben war zur Halfte gefiillt und wurde taéglich mehrmals zur Be 
forderung des Lésungsvorganges am iiberschiissigen Bodenkorper geschiittelt. 
Den Anstieg der Silberkonzentration und der Leitfahigkeit gibt die folgende 
Tabelle wieder. 


Tabelle III. 





OH aus Lp. OH aus x und 


Pre Wag # rez. Ohm berechnet aay berechnet 
1. Tag 4,041 9,10. 10-* 1,49. 10-8 100 37 
8. 3,886 1,80. 10-* 2,29. 10-8 85 41 
5. y 8,800 158.1074 245.1974 58 31 
7. 9 8,628 236.10-4  4,02.10-° ys 42 
8. 3,542 2.87 . 10-4 4.90 .107° 18 42 
10. ” 8,491 3,23 ® 10-4 5,46 " 10 h 14 41 


In der vorletzten Kolonne sind die Prozente OH aus dem 
Léslichkeitsprodukt (Lp.) berechnet. Die Léslichkeit betragt nach 


1 E. Laue, Zeitschr f. anorg. u. allg. Chem. 165, 325, 1927. 
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LE. Laue bei 20° 1,20. 10-4n und der Aktivitatskoeffizient des AgOH 
kann hier praktisch 1 gesetzt werden. Dann ware 


1,44. 10-* 
) aan AE A 
[OH] [Ag] 
In der letzten Kolonne sind versuchsweise die Prozente OH aus der 
Ag-Konzentration und der Leitfahigkeit berechnet mit Hilfe der Be- 


weglichkeiten von OH’ und HCOs, und zwar auf folgende Weise: 


1000 x — ad®. Ak + x. yOH + (a — 2). plCds; 
daher : 
1000 x — ad® (yA® + yt COs) OH. 6 H 100 x 
Tr : a . 0 0 he 
pOH _ HCOs art 


Die Prozentzahlen nach den beiden Berechnungsverfahren stimmen 
gar nicht tiberein. Die Leitfahigkeit der Silbersalzlésung wird namlich 
nicht allein bedingt durch Ag’, OH’ und Ag’, HCO}, sondern zeitlich 
zunehmend durch H’ und HCO,, wofiir folgende Versuche sprechen: 


Die Silberoxydlésung von der Konzentration 2,87.10-4n und der 
Leitfahigkeit 4,90 . 10—-° rez. Ohm blieb ohne Bodenkérper 2 Tage an der 
Luft geschiitzt stehen. Die Leitfahigkeit stieg auf 5,83 .10—° rez. Ohm. 
Ferner wurde noch folgender Versuch gemacht: Uber die Oberflache einer 
Silberoxydlésung von der Leitfahigkeit 2,66. 10-5 rez. Ohm wurde ein 
schwacher Kohlensaéurestrom direkt in das LeitfahigkeitsgefaB 14, Minute 
lang geleitet. Die Leitfahigkeit stieg auf 3,89 . 10-* rez. Ohm, nach einer 
weiteren 1% Minute auf 4,15, nach einer weiteren ', Minute auf 
4,38. 10-5 rez. Ohm. Wahrscheinlich entsteht hier eine saure Silber- 
bicarbonatlésung, wodurch die Voraussetzungen der obigen Berechnungen 
ihre Giiltigkeit verlieren. 

Zum Vergleich setzen wir noch den Gang des * in einem unserer 
Laboratoriumsluft ausgesetzten Leitfahigkeitswasser hierher. 


Anstieg der Leitfahigkeit von Leitféhigkeitswasser. (In einem gedémpften 
Jenaer GlasgefiB, mit Pergamentpapier bedeckt.) 





Rez. Ohm 


ES Ses re ee ¢ aw 


Nach 5Tagen..... 2,3 .10-6 
.  wWeiteren 10 Tagen 40.1078 
21), Monaten. . . . 1,5.10-5 


IVa. Seralbumin. 
A. Mischungen mit AgNO,. 

Die allgemeine Methodik der Eiweibsilbernitratmischungen war 
folgende: 1 Teil EiweiBsol wurde mit dem gleichen Volumen Silber- 
nitratlésung (in gedampften Jenaer GlasgefaBen), und parallel damit 
das gleiche Volumen Wasser mit dem gleichen Volumen Silbernitrat- 
lésung vermischt. Die Silberaktivitatsmessungen und auch die Leit- 


19* 
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fahigkeitsmessungen erfolgten dann stets zugleich in den entsprechenden 
reinen Salzlésungen (alle Verdiinnungen wurden mit geeichten Pipetten 
bereitet). Die Genauigkeit der elektrometrischen Bestimmung de1 
Silberbindung wachst mit dem Potentialunterschied zwischen de: 
reinen Salzlésung und der Eiweib-Salzmischung; daher wurden dort, 
wo sehr kleine Potentialunterschiede vorlagen, so besonders ‘bei den 
Glucosen und bei Glykokoll, die Aktivitaéten in entsprechend gréBeren 
Versuchsreihen gemessen. 

Bezeichnungen in den Tabellen. Die Angabe fiir den Gehalt an Eiweil 
stellt die Endkonzentration in der Mischung dar. n AgNO, bedeutet die 
Endnormalitét des AgNO,, f den Aktivitatskoeffizienten des Silberjons, 
pie den Silberionenexponenten der Mischung (die EMK. ist der Kiirz 
halber nicht angefiihrt), Gig bedeutet die Silberaktivitét der Mischung 
und Cag (geb.) das gebundene Silber, berechnet aus: 

II 


I 

a,,—a 

Ag Ag 
Cag (geb.) - ; . 


unter der Annahme, da8 der Aktivitaétskoeffizient in der Mischung von 
dem einer korrespondierenden AgNO,-Lésung nicht allzustark abweicht!. 


Die Werte fiir Cue sind in Tabelle IIb enthalten. 


Tabelle IV. 
1% Seralbumin + AgNO,, Ag-Aktivitaten. 





pil i 





Nag NOs f Ag Gag Cag geb. 
5.1078 0,932 2,509 | 3,10 .10-3 1,67 . 10-8 
1.165 0,902 2,170 6,76 .10-5 2,51 . 10-3 
2.1073 0,854 1,855 1,396 . 10-? 8,65. 10-5 
So." 0,818 1,681 2,084 . 10-2 4,52. 10-3 
4.10? 0,791 1,562 2,742 . 10-2 5,33 . 10-5 
5.10-? 0,767 1,468 3,404. 107? 5,59 . 10-3 
Tabelle V. 
0,50°, Seralbumin + AgNv;, Ag-Aktivitaten. 

DagNO; f Fe. ah Cag eb. 
5.10-* 0,932 2,427 3,74 . 10-3 0,99 . 10-8 
1. 0,902 2,115 7,67 .10-5 1,50. 10-8 
2.107? 0,854 1,807 1,560 . 10-2 1,73 . 10-* 
3.107? 0,818 1,653 2,223 . 10-2 2,82. 10-* 
4.1072 0,791 1,536 2,911. 10-2 3,20 . 10-8 
5.107? 0,767 1,446 3,581. 10-3 3,29 . 10-* 
? Eine ausfiihrliche kritische Erérterung der verschiedenen Berechnungs- 


weisen findet sich in Pauli-Valké, Elektrochemie der Kolloide S. 399 
Wien, J. Springer, 1929. 
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In Abb. 1 ist die Silberbindung graphisch dargestellt. 

Es ist bemerkenswert, daB die so ermittelte Héchstaufnahme des 
\g aus dem AgNO, nicht proportional mit dem EiweiBgehalt ansteigt, 
sondern sehr merklich gegen die einfache Proportionalitat zuriickbleibt. 
Kin sehr auffalliges Beispiel fiir ein ahnliches Verhalten wurde fiir die 
HCl-Bindung am Ovalbumin kiirzlich von Pauli und J. Safrin (s. u.) 





Cae ees WOES a ce Sleccatiebeceacel 
7 Fs J 4°70? 5 
Konzentration aes Sitervitrars 


Abb. 1. 


mitgeteilt. Auch die spater angefiihrten Versuche an der Gelatine zeigen 
die gleichen Beziehungen! zwischen Konzentration des Proteins und 
aus Aktivitétsmessungen abgeleiteter Héchstbindung. 

In denselben Mischungen, in denen die Ag-Aktivitaiten bestimmt 
wurden, wurden auch die Leitfahigkeiten (bei 25°C im Thermostaten) 
gemessen. Die Differenz der Leitfahigkeit des reinen AgNO, und der 
AgN O,-EiweiBmischung muB jedoch eine Korrektur fiir die raumliche 
und symmetrisch-elektrostatische Behinderung der lLonenwanderung 
durch die Proteinteilchen erfahren. Zu diesem Zwecke wurde ein Teil 
KiweiBsol mit dem gleichen Volumen KCl-Lésung und parallel damit ' 
das gleiche Volumen Wasser mit dem gleichen Volumen K Cl-Lésung 
vermischt und gemessen. In Tabelle VI sind die Leitfahigkeiten und 
die Leitfihigkeitsverminderungen verzeichnet. 

In Abb. 2 ist als Abszisse die Leitfahigkeit des reinen KCl (x), 
als Ordinate die Leitfahigkeitsverminderung des KCl durch das EiweiB 
(x — *,) und (x — x,) aufgetragen. Die Korrektur fiir die Ag NO,- 
Eiwei8mischung ist dann die Ordinate, die man erhalt, wenn auf der 
Abszisse die betreffende Leitfahigkeit des reinen AgNO, aufgetragen 
wird. 





1 Diese Verhaltnisse bediirfen noch einer kritischen, aufklérenden 
Untersuchung. 
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Tabelle VI. 


Seralbumin + KCl. 


Leitfahigkeiten. 





Leitfihigkeit 

Endnormalitit des reinen 
nK Cl K Cl 

x rez. Ohm 


Leitfahigkeit 
von KCl 
+ 0,5%),S 


x, rez. Ohm 


Leitfihigkeit 
x— Hy an = a 2 % 


%2 rez. Ohm 





5,308 .10-5 | 6,5.10-5 

















4.107? 5,373 . 10-8 5,266.10-° | 10,7.107' 
5.107? 6.653.10-* | 6.572.107? | 81.1075 | 6,520.10-* | 18,3.10~° 
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Abb. 2. 


In Tabelle VII und VIII bedeutet n AgNO, die Endnormalitat des 
Silbernitrats, x! die Leitfahigkeit des reinen AgNO , x" die Leit- 
fahigkeit der Mischung AgNO, + EiweiB. 
Abb. 2, graphisch ermittelt. 
Leitfaihigkeitsabnahme dar. 


z ist die Korrektur nach 
x! — x!l — z stellt somit die korrigierte 
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Tabelle VII. 
1°, Seralbumin + AgNO,. Leitfahigkeiten. 








7 ul _U i a ; 

MAgNO, *rez. Ohm “rez. Ohm - ™ = rez. Ohm x! a” 
5.107? | 6,85 .10-* | 498 .10-4 142.10-4 1,2.10- 00.1074 
1.10-3 1,247 .10-* | 1,026.10-3 | 221.10-4 2.5.107° 1,96. 1074 
3.30°5 2,424.10-* | 2,091.10-3 | 3,383.10-4 4,8.10-§ 2,85 .10~4 
3.10°2 | 3549.10-* | 3.107.107 | 442.10-¢ 7,1 .1078 3,71 .10-4 
4.107? 4,672 .10-° | 4140.10-% 5,32.10~-4 9,3 .10-* 4,39 .10~4 
5.10-* | 5,745.10-° | 5,187.10-* | 6,08.10-4 11,5.10-5 4,93 .10~4 

Tabelle VIII. 
0,50°, Seralbumin + AgNO,. Leitfahigkeiten. 
NAgNOs; a Ohm — Ohm zt — Hl # rez. Ohm wi — gil —s 


5.10-° | 6,85 .10-4 | 5,64 .10-* | 0,71.10-¢ 0,7 .10°° 0,64. 10-4 
1.10-? | 1,247.10-% | 1,131 .10°5 1,16. 10-* 1,5.10-5 1,01. 10-4 
2.10-? | 2.424.107 | 2,247.10-% | 1,77.10-4 2,9.10-5 1,48. 10-4 
3.107? | 3,549.10-3 | 3,317.10-3 | 2,382.10-4 43.1075 1,89. 10-4 
4.10°? | 4,672.10-8 | 4,387.10-§ 2.85.10-4 5,6.107° 2,29 . 10-4 
5.10-? | 5,745.10-5 | 5,483.10-§ | 3,12. 10-4 1p .10°° 2,42 . 10-4 
In Abb. 3 ist das Ergebnis graphisch dargestellt. Der Gang der 
Kurven zeigt analog den Ag-Bindungskurven ein Maximum. Der 


Schwellenwert fiir die Flockung von reinem (0,5°,) Seralbumin liegt 

nach den Versuchen von 7’. Geill (|. c.) oberhalb von 5.1072 n, nahe 
—]1 Tr 

1.107-'n AgNO. 


ia Pe? > 
SAO 





korrigerse Le/Viaigke 
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Abb. 3. 


B. Mischungen von Seralbumin mit Ag,0O. 


1°, Seralbumin wurde in einer Schiittelmaschine 1 Stunde lang 
bei Zimmertemperatur mit Kahlbaumschen Silberoxyd miaBig ge- 
schiittelt (in einem gedaimpften Jenaer Kolben mit eingeschliffenem 











282 E. Goigner u. W. Pauli: 


Glasstopfen), tiber Nacht stehengelassen und dann vom Ag,O vor- 
sichtig abfiltriert. Im Filtrat wurde die Leitfaihigkeit, die Ag-Aktivitat 
und die analytische Ag-Konzentration bestimmt. 


Bei letzterem wurde immer folgende Methodik eingehalten: 5 ccm 
wurden mit einer geeichten Pipette in eine 50 bis 100 cem Eprouvette ab- 
gelassen, mit dem gleichen Volumen konzentrierter Schwefelséure und etwas 
konzentrierter Salpeterséure vermischt und im kochenden Wasserbad 
2 Stunden lang erhitzt, um so das Eiweif zu zerstéren. Dann wurde stark 
mit Wasser verdiinnt und das Chlorsilber mikrogravimetrisch bestimmt. 
Auch wenn die Ag-Aufnahme bei verschiedenen Mischungen schwankte, 
wechselte das Verhiéltnis des inaktiven Silbers zur gesamten  Silber- 
konzentration — in Tabelle [LX in der letzten Kolonne angegeben nur 
in sehr engen Grenzen. 

Tabelle IX. 


1% Seralbumin + Ag,O. 





Leitf Analyt. Ag Aktives Ag } _tuakiives Ag 


zx rez. Ohm n Ag 


0 


Pag Ong Nag — ng . 


Mischung I 1,84. 10-* 16,95. 10-8 | 3,014} 968.10-* 1598.10-* 94,8 
‘ II | 115.1074 | 11,42.10-% | 3,117 | 7,64.10-*  10,66.10-% 933 
” TIE 7,64.10-5 819.1078 | 3306 4.94.10-4 7.70.10-8 94.0 


Zum Vergleich wurde 1% Seralbumin mit NaOH geschiittelt ; 
die analytische Endkonzentration des Na betrug 16.10~*n, ent- 
sprechend der Mischung I (Tabelle IX). Die Leitfahigkeit war jetzt 
um eine GréBenordnung hoéher, 1,37.107%rez. Ohm, in Uber- 
einstimmung damit, daB nach allen Erfahrungen das Alkaliion des 
Proteinats hier zum gréBten Teil aktiv vorliegt, waihrend der Haupt- 
anteil des OH neutralisiert ist. 

Die Silberoxyd-Seralbuminmischungen gallertisierten’ nach etwa 
5 bis 10 Tagen; die Gallerten trennten sich nach weiteren 5 bis 10 Tagen 
in einen Niederschlag und eine klare Fliissigkeit. Es wurde versucht, 
die allmahliche Umwandlung ir eine Gallerte viskosimetrisch zu ver- 
folgen. Die Messungen wurden im Ostwaldschen Viskosimeter im 
Thermostaten bei 25°C ausgefiihrt. Es war jedoch in den obigen 
Mischungen so nicht méglich, die fortschreitende Gallertisierung zu 
fassen, denn die Reibung stieg im Viskosimeter auBerordentlich an und 
das EiweiB war schon nach etwa 2 Stunden vollkommen zur Gallerte 
erstarrt. Die Seralbumin-Silberoxydmischung in Tabelle X hatte 
jenen empirisch gefundenen, niedrigen Silbergehalt, der eben noch 
Viskositétsmessungen ohne zu rasche Gallertisierung zulieb. 


1 Diese Erscheinung fand sich nur am 1°,igen Seralbumin, das 1 °,ige 
Ovalbumin zeigte typische Flockung, waéhrend Gelatine und Gelatosen keine 
Fiallbarkeit mit Silberoxyd erkennen lieBen. 
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Tabelle X. 


1% Seralbumin + Ag,O. Reibung. 





t) = 102 Fiinftelsek. 

- t 

t in 0,2 n= 
ical * 
24 Stunden nach der Mischung.. . 147 1,441 
Nach weiteren 10 Min.. ...... 181 1,775 
n = ee Eee a 320 3,137 
a ns ee eee 879 8,618 


Gleichgewichtsdialysen. Mischung III (Tabelle IX) wurde in eine 
Pergamentpapier- Diffusionshiilse (Schleicher und Schiill) eingefiillt 
und diese in ein zylindrisches GefaB aus Jenaer Glas (gedimpft, mit 
eingeschliffenem Glasstopfen) eingesetzt. Das GefaiB, welches ein 
doppelt so groBes Volumen wie die Diffusionshiilse hatte, wurde mit 
dem gleichen Volumen Wasser wie die EiweiBmischung in der Hiilse 
gefiillt, so daB die Fliissigkeit innen und auBen gleich hoch stand. Die 
Gleichgewichtsdialyse dauerte 4 Tage. Der Inhalt des GefiBes wurde 
mehrmals am Tage unter Drehen vorsichtig gemischt. 


Nach F.G. Donnan' gilt im Gleichgewicht fiir die Aktivitaéten eines 


nor - : er 
beliebigen Ionenpaares (K*, An) — innena;’, — und desselben lonenpaares 
‘ auBen a*, a4” — die Gleichung 
us yin K An 
( i: ( i aa . aq . 


In der AuBenfliissigkeit haben wir die Ionen Ag*, OH~ sowie HCO3 (CO3 
kann vollsténdig vernachlassigt werden, vgl. EH. Laue, |. c.), und innen 
auBerdem das mehrwertige anionische Proteinat. Die Gleichgewichts- 
beziehung lautet dann: 


A Ag ‘ 
ai®.(OH-], = a;* . (OH), 
und ebenso 
Ag ' —_ , } 
a,® ([HCOs1, = a; * [HCO5), 
und daraus 


a}® . ((OH-], + [HCO;),) = a)* . (OH), + [HC05),). 
Da auBen die Summe der zwei Anionenaktivitéten gleich ist aXé, so er- 
gibt sich fiir die Summe der Aktivitéten von OH und HCO, in der 
Innenfliissigkeit : 


(az, 
[OH-], + [HCO;], = ; (1) 


1 Beziiglich der Anwendung des Donnangleichgewichtes zur physi- 
kalisch-chemischen Konstitutionsbestimmung von Kolloiden vgl. die Zu- 
sammenfassung und Literatur bei Pauli-Valké, Elektrochem. d. Kolloide. 
Wien-Berlin, J. Springer, 1929. 
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Ordnet man (unter vereinfachenden Voraussetzungen) dieser so bestimmten 
Anionensumme (innen) die gleiche Aktivitét von Silberionen zu, so entfallt 
der verbleibende Rest der Silberionenaktivitaét auf das Proteinat: 


Ag\2 Ag , ,Ag Ag Ag 
As , ( a”) pe ( a; ay) a," — a") (2 
( - = } 
Prot. i Ag Ag sad 
a; a; 


Ware schlieBlich nak der analytisch ermittelte Silbergehalt der Innen- 
fliissigkeit, so ergibt sich der Aktivitaétskoeffizient des Silberproteinats in 
bezug auf das zugehdérige Silberion: 


Ag 
ia . prot. (3 
I Prot. Ag\2 : : 
ne i“) 
n; —_ es 
a,* 


i 


Der hier beschrittene Weg zur Bestimmung der Aktivitaét einer An- 
ionensumme mittels des Donnanschen Gleichgewichtes ist analog dem 
Verfahren, welches P. Rona und H. H. Weber! bei der Untersuchung der 
Aktivitét der Myogensalze verschiedener Saéuren eingeschlagen haben. 


Tabelle XIa. 


1°, Seralbumin + Ag,O. Gleichgewichtsdialyse. 





Innen Aufben 
(EiweiB + Ag2 0) (Wasser) 
Vor der Dialyse: 
Leitfabigkeit ....... 7,64.10-° rez. Ohm 2.10-® rez. Ohm 
Aktives Silber ...... 4,94.10°-4n 
Analytisches Silber . . . . 8,19.10-* n 
Nach der Dialyse: 
Leitfahigkeit ....... 6,17.19-® rez. Ohm 3,49. 10-5 rez. Ohm 
Aktives Silber Mer cds 262.1074 n 1,50. 107 n 
Analytisches Silber ... . 8,04.10-% n 
aAs)? (1,50 . 10> 4)? 
a Se a fe : —4 ie Akti 
Hier ist oAe gleich 2.62. 10-4 n = 0,86.1074 n. Die Akti- 


i 

vitat der dem EiweiB zugeordneten Ag-Ionen ist (2,62. 10~* — 0,86 
. 1074) n = 1,76. 1074n; und 

1,76. 10-4 


Ag — ain 9 
f Prot. —~ 80.4.10-4 — 0,86 . 10-4 0,022. 


Es ist also fast das ganze Ag des Proteinats inaktiviert. 


Auch mit der Mischung II wurde eine Gleichgewichtsdialyse aus- 
gefiihrt, anstatt Wasser wurde jedoch auBen von vornherein eine Silber- 
oxydlésung verwendet. Der Aktivitaitskoeffizient des Silberproteinats 
erwies sich als praktisch der gleiche wie oben. 


1 P, Rona u. H. H. Weber, diese Zeitschr. 208, 429, 1928. 
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Tabelle XIb. 


1°, Seralbumin + Ag,O. Gleichgewichtsdialyse. 





Innen Auben 
(Eiweif + Age O) (Ag, 0 Liisung) 
Vor der Dialyse: 
Leitfahigkeit ....... 1,15. 10-4 rez. Ohm 4,86 .10~° rez. Ohm 
Aktives Silber ...... 7,64 .10-*n 4,05. 10-4 n 
Analytisches Silber . . . . 11,42.10-n 
Nach der Dialyse: 
Leitiahigkelt ....... 9,02 . 10-8 rez. Ohm 7,29. 10-5 rez. Ohm 
Aktives Silber . ..... 5,03 . 10-4 n 3,67 . 10-4 n 


Die Summe (OH + HCO,) innen ist demnach 


a: 
“5,03. 10-4 = 2,68.10-*n 


und der Aktivitatskoeffizient 
ag _ 5,08. 10-*—2,68.10-* __ aa, 
fprot. = 414.2. 10-*— 2,68.10-4 — 9" 
IVb. Ovalbumin. 
A. Mischungen mit Silbernitrat. 


Zunachst wurde die Fallungsreihe unseres reinen Ovalbumins bestimmt. 


0,50°, Ovalbumin + AgNO,. 





NagNOs 5.10-1 2.10-1 1. 10-1 5. 10-2 4.10-3 | 3.10-3 | 2.10-3 
++ | t4++ ) +++) ++ + (+) (+) 
++ | +++ | +++ 





AgNO; 1.10-3 |} 5.10-3 2. 10-3 |}1.10-3 | 5.10-4 | 2.10-4 1.10-4 5.10-5 


~~ ~~ aid —_ : aia (+) (+) 
nach 1 Woche 


Der Schwellenwert liegt bei ein Fiinftel desjenigen von reinem Ser- 
albumin und korrespondiert mit dem von E.Heymann und F.Oppenheimer ! 
angegebenen 3.10—*n sehr gut. 


Analog den Versuchen an Seralbumin sind in den Tabellen XII, 
XIII, XIV die potentiometrischen Messungen, in den Tabellen XV 
und XVI die Leitfahigkeitsmessungen verzeichnet. Die Abb. 4, 2 und 3 
bringen die entsprechende graphische Darstellung. 


1 E. Heymann u. F. Oppenheimer, diese Zeitschr. 199, 468, 1928. 
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Tabelle XII. 


4°, Ovalbumin + 


AgN¢ Js. 


W. Pauli: 


(A bb. 4. ) 
Ag-Aktivitaten. 





f 


0,952 
0,932 
0,902 
0,876 


Cag geb. 


aa 2,50. 107° 
107! | 4,95 .10-8 
cee 9,59 . 10-5 
| 1,22.10-2 


Hier wurde ausnahmsweise, um die hohe EiweiBkonzentration zu 


erreichen, nicht im Verhaltnis 1:1, so 


LS wn 4 
15-70 


geburaenes Sitter 


G5 “40 


ndern 1: 10 gemischt. 


5-0 2. 


pre zentration aes Silbertra’s 


Abb. 4. 


Tabelle XIII. 


1% Ovalbumin + 


AgN O3. 


(Abb. 4.) 
Ag-Aktivitaten. 





II 
Py 


DagNO, 


: .w- 0,969 050 
2,5.10-8 0,952 ,538 
6. .10-? 0,932 2,738 
4 46-8 0,902 2,250 


Tabelle XIV. 
0,50 %% 


Ovalbumin + AgN Og. 


Il 
Oy 


.1075 
ah 
328 . 10-5 
23. 10-8 


(Abb. 4.) 
Ag-Aktivitaten. 





NagNO, 


0,952 
0,932 
0.902 
0,876 


II . 
ag Cag geb. 


1,48 .10-4 8,52 .10-4 
9,71 .10-4 1,48 . 10-8 
2.95 .10-3 1,83 . 10-3 
7,04 .10-3 2,18. 10-3 
1,104. 107? 2.40. 10-8 
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Tabelle XV. (Abb. 2.) 1% Ovalbumin + KCl. Leitfahigkeit. 





NK Cl x %1 %—Hy 
4.107? 5,373 . 10-8 5,287 . 10-8 8,6. 107 
5.1073 6,653 . 10-8 6,546 . 10-8 10,7 .10~° 


Tabelle XVI. (Abb. 3.) 1% Ovalbumin + AgNO,. Leitfahigkeit. 





MAgNO; ul xll xl — xll 2 x1 — ll —z 
1 .10-5 | 1,80 .10-4 | 868.10-° | 4,382.10-5 | 0,2.10-° — 0,41.10-4 
25.1078 | 321 .10-* | 211. 10-4 =1,10.10-* = 0,5.10-8 ~~ 1,05. 10-4 
5 .10-3 | 635 .10-* | 4,50.10-* = 1.85.10" = 1,1.10-8 =| 1,75. 10-4 
1 .10- | 1,244.10-3 | 989.10-4 255.1074, 21.1078 | 235.1074 


B. Mischungen mit Ag,0O. 

Alle Versuche wurden mit 1°, EiweiB ausgefiihrt. Es koagulierte 
beim Schiitteln mit dem Silberoxyd vollstindig. Im Filtrat war 
2.10~4n aktives und gar kein inaktives Ag zu finden. Bei ganz 
schwachem und kurzem Schiitteln fand nur teilweise Koagulation 
statt. Im eiweiBhaltigen Filtrat fand sich in diesem Falle kein aktives 
und 9,1 . 10~4n inaktives Ag (analytisch bestimmt, vgl. Tab. XX XIII). 
Mischungen des Ovalbumins mit, entsprechend der Ag-Aufnahme bei 
Seralbumin, eingewogenem Ag,O, um eine Koagulation durch einen 
Uberschu8 von Ag,O zu vermeiden, erzielten auch kein anderes Er- 
gebnis. 

IVec. Gelatine. 
A. Mischungen mit AgNO3. 

Die Ergebnisse der potentiometrischen Messungen finden sich in 
den Tabellen XVII, XVIII, XIX, die Leitfaihigkeitsmessungen in den 
Tabellen XX, XXI. Die entsprechende graphische Darstellung geben 
Abb. 5, 2 und 3. 
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Konzentration des Silbernitrars 


Abb. 5. 
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Tabelle XVII. (Abb. 5.) 
3,13°, Gelatine + AgNO,. Ag-Aktivitaten. 
DagNOs f pi. ake Cay geb. 
2,5.10-5 0,952 3,188 6,49 .10-4 1,82 . 10-3 
5 .10°5 0,932 2,651 2,23 .10-% 2,61 . 10 
1 .10-% 0,902 2,212 6,14 . 1078 8,19. 10-8 
2,5.10-? 0,834 1,764 1,722 . 10-2 4,35 .10-3 
B...10 0,767 1,460 3,467 . 107? 4,77.10°% 
Tabelle XVIII. (Abb. 5.) 
1°, Gelatine + AgNO,. Ag-Aktivitaten. 
DagNO3 f pie a Cag geb. 
2,5.10-§ 0,952 2,744 180 .10°5 0,61 .10-% 
S..05 0,932 2,404 3,94 .10-8 0,77 . 10-8 
1 .10°? 0,902 2,100 7,94 .19°8 1,20. 10-8 
25.107 0,834 1,711 1,945 . 10-2 1,68 .10-3 
§ .10-3 0,767 1,432 3,698 . 10-2 1,76 . 10-8 
Tabelle XIX. (Abb. 5.) 
0,50°, Gelatine + AgNO,. Ag-Aktivitaéten. 
DagNno, f Pre ae Cag geb. 
25.1075 0,952 2,683 2,07 .10-8 0,33 . 10-8 
& .10-* 0,932 2,370 4.27 .10-5 0,42. 10-3 
|. 0,902 2,072 847 .10-3 0,61 .10~8 
25.1072 0,834 1,699 2,00 .10-? 1,02 . 10-3 
§ .10°3 0,767 1,425 3,758 . 10-2 0,98 . 10-8 
Tabelle XX. (Abb. 2.) 
3,43°, Gelatine + KCl. Leitfaihigkeiten. 
"KCl ” %, ihe. 
2,5.10-3 3,405 . 10-8 3,090 . 10-8 3,15 . 10-4 
5 .10-3 6,663 . 10-8 6,008 . 10-8 5,75 . 10-4 
Tabelle XXI. (Abb. 3.) 
3.13°, Gelatine + AgNO,. Leitfahigkeiten. 
DagNOs x! xi—,]l gel —ggl— z 
2,5.10-* | 821 .10-* | 2,08 .10-¢| 1,18.10-* | 0,24.10-4 | 0,94.10-* 
5 .10-° | 6,34 .10-4/ 4,50 .10-4| 1,84.10°4 | 0,56.10-* | 1,34.10-* 
1 .10-2 | 1,248.10-* | 9,68 .10-4| 2,756.10-4 | 1,03.10-4 | 1,72.10-¢ 
2,.5.10-2 | 3,003.10-% | 2,518.10-3 | 4,90.10-4 | 2,48.10-* | 2,42.10-¢ 
5 .10-2 | 5,740.10-* | 5,00 .10-* | 7,40.10-4 | 4,52.10-* | 2,88.10-* 
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Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. X. 


- hat in dieser Tabelle eine kleine intrapolierte Korrektur erfahren, 
da die Leitfahigkeitsmessungen der Mischung KCl + Gelatine nicht 
mit 3,13°,igem, sondern 3,43°,igem Glutin erfolgten.) 


B. Mischungen mit Aq,0. 
Sie wurden analog den Mischungen mit Seralbumin ausgefiihrt, 
ebenso die Gleichgewichtsdialyse. 


Tabelle XXII. 








Gelatine + Ag,O. 
Konzentration Aktives Ag 
der Gelatine Leitfahigkeit Analyt. Day ; 
%p Pag Gag 
0,59 1,34.10-4 rez. Ohm =. 2,95... 10-8 2,928 1,18.10-4 
1 if. ir . ™ 5,33. 1073 2,689 2,09 . 10-5 
Tabelle XXIII. 
0,50°, Gelatine + Ag,O. Gleichgewichtsdialyse. 
Innen AwBen (Wasser) 
(Eiweils + Ags 0) ata aie 
Vor der Dialyse: 
Ledtramweeet. ...... 1,34.10-4 rez. Ohm 4.10-° rez. Ohm 
Aktives Silber ...... 1,18.19-3 n - 
Analytisches Silber. . . . 2.95.10-3 n 
Nach der Dialyse: 
Leitfahigkeit. ...... 1,26. 10-4 rez. Ohm 7,53 .10-° rez. Ohm 
Aktives Silber. . .... 6,92.10-4 n 3,82 .10°4 n 
Analytisches Silber. . . . 2,56.10-3 n 3,82.10°4 n 


(3.82 . 10-4)? 
[OH + HCOg] innen = “6.92 - = 2,11.10-‘n 
und 
ag _ 6,92.10-*—2.11.10-4 © 
fProt. = $56.10 — 2,11. 10-4 


Der Aktivitatskoeffizient des Silbergelatinats erweist sich als fast 
zehnmal groBer als der des Silberalbuminats. In analoger Weise ist 
aus dem gréBeren Leitfahigkeitskoeffizienten die weit hédhere Leit- 
fahigkeit der Innenfliissigkeit im ersteren Falle verglichen mit dem 
letzteren zu verstehen (vgl. dazu die Tabellen XIa und XIb). 


IVd. Gelatosen. 
Die H-Aktivitatsmessungen der Gelatosen wurden mit der 
rotierenden Wasserstoffelektrode von Pauli und der n Kalomelbezugs- 
elektrode ausgefiihrt, wobei gesaittigte KCl-Lésung als Zwischen- 
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fliissigkeit diente. Die Werte sind in Abschnitt II zur Charakterisierung 
der EiweiBsole angegeben. 
A. Mischungen mit Ag NO3. 


Tabelle XXIV. (Abb. 6.) 
1° nicht e.d. Gelatosea + AgNO,. Ag-Aktivitéten. 








DagNoO f pi, Sas Cap geb. 

5. 10-8 0,932 2,394 4,04 . 10-8 0,66 . 10-8 
1.i¢°> 0,902 2,088 8,17 .10-3 0,94 . 107-8 
2.107? 0,854 1,799 1,589 . 10-2 1,39. 10-8 
3.107? 0,818 1,635 2,317. 107? 1,67 . 10-8 
4.107? 0,791 1,516 3,048 . 107? 1,47. 10-8 
5.1073 0,767 1,432 3,698 . 1072 1,76 .10-5 

Tabelie XXV. (Abb. 6.) 
0,50°% e.d. Gelatose b + AgNO,. Ag-Aktivitaéten. 

NagNno f pi, a Cag =. 

5.1075 0,932 2,361 4,35 .10-8 0,33 . 10-* 
1.10-? 0,902 2,072 8,47 .10-% 0,61 .10°8 
2.1073 0,854 1,788 1,629 . 10-2 0,93 . 10-8 
3.1072 0,818 2.355 2,371 . 107? 1,21 . 10-3 
4.107? 0,791 1,513 3,069 . 10-2 1,20. 10-* 
5.107? 0,767 1,427 , 3,741 . 10-? 1,20 . 10-5 


Tabelle XXVI. (Abb. 6.) 
0,50°, e.d. Gelatosec + AgNO,;. Ag-Aktivitaten. 





DAgNO; f Pe akg Ag geb. 

1.10-? 0,902 2,065 8,61 .10-5 0,45. 107° 
8.1073 0,818 1,632 2,334 . 10-2 1,47. 10-3 
4.107? 0,791 1,511 3,083 . 10-2 1,02. 107% 
5.1073 0,767 1,425 3,758 . 10-2 0,98 . 107° 


Die graphische Darstellung fiir die Silberbindung der Gelatosen 
bringt Abb. 6. 
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Tabelle XX Vila. 
1% nicht e.d. Gelatosea + KCl. Leitfaihigkeiten. 

DK] x x) u—Hy, 
4.10? 5,395. 10-8 5,288 . 10-3 10.7 .10-! 
5.1073 6,680 . 10-8 6,547 . 107° 13,3 .107-5 

Tabelle XX VIIb. 
1% nicht e.d. Gelatosea + AgNO,. Leitfahigkeiten. 
DAgNO, l zll Sate P .= 
1.10-* | 1,243.10-* | 1,175.10-* | 0,68.10-4 2.5.10 0,43. 10-4 
3.10-? | 3,553.10-5 | 3,390.10-3 | 1,63.10-4 7,1.10 0,92 .10-4 
5.1073 | 5,740.10-* | 5.496.10-3 | 2.44.10-4 11,4.10 1,30.10-4 
Tabelle XX VIIIa. 
0,50% e.d. Gelatose + KCl. Leitfahigkeiten. 

DK Cl x % u—%, 
4.10-? 5,373 . 10-8 5,308 . 10-5 6,5.10-5 
Tabelle XX VIIIb. 

0,50% e.d. Gelatosen + AgNO,. Leitfahigkeit. 

Maeno, at me Raoul ‘ [= = 
Gel 1.10-§ | 1,247.10-* | 1,218.10" | 0,34.10-4 | 1,5.10-5 1,9.10-5 
beep} || 3: 1078 | 8,559.10"? 3,481.10-8 0,78.10-4 | 4.2.10 — 3,6.10- 
= 5.10-§ | 5,743.10-3 5,630.10-5 1,18.10-4 7,0.10-5 § 43.10- 
Gel.c || 5.107% | 5,740.10-5 | 5,627.10-3| 1,18.10-* | 7,0. 10 4.3.10 


Graphische 


Darsteliung in Abb. 3.und 2. 


B. Mischungen mit Ag,0O. 
Tabelle XX1IX. 


1% Gelatose + Ag,O. 





Art der 


Gelatose 


Gelatose a 
a b 


on c 


2,72 .10-4 


Al 
09 


3 
3 


x Analyt. n \g 


6,44 .10-5 
7,68 . 10-5 
644 .10-8 


_—” 
_—* 
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Aktives Ag 


Pp Ag 
2.411 
2.368 
2.437 


20 


“ng 


3,88. 10-3 
4,29 .10 
3,66. 10-5 
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1Ve. Glykokoll und Alanin. 
A. Mischungen mit AgNO,. 


Tabelle XXX (Abb. 6). 
Glykokoll 1,5. 10-?n + AgNO,. Ag-Aktivitaten. 





II II . 
DagN O3 f Pag Gag Cag geb. 


7 il 0,932 2,344 4,53 . 10-8 0,14. 107: 
. 10-3 0,902 2,065 8,61 .10-% 0,45. 10 
«20-4 0,854 1,781 1,656 . 10-2 0,61. 10- 
. 10-3 0,791 1,508 3,105. 107? 0,74. 16 
«107? 0,767 1,423 S776. 10°* | O74. 10-* 


Cre DOF OF 


KCl erfuhr durch Glykokoll von dieser Konzentration keine merk- 
liche Leitfahigkeitsverminderung. 


Tabelle XXXI (Vgl. Abb. 3). 
Glykokoll! 1,5.10-?n + AgNO. Leitfahigkeiten. 





DAgNO, x! zit 


D.40°° 6,33 . 10-4 6,31 .10-4 
sso" 2,419. 10-8 2,410. 10-5 
. 10-9 4,669 . 10-8 4,650. 10-° 
Stes 5,729 . 10-3 5,706 . 10-* 


B. Mischungen mit Ag,0. 


Tabelle XXXII. 
Glykokoll! und Alanin'! + Ag,O. 





meee Aktives Ag 
Aminos. nos. Leitfihigkeit | Analyt. nag ‘ 


eo “ i! Pag dag 


Glykokoll . . . 1,5. 3,72. 10-4 1,12. 10-3 2,613 2.44.10 
Alanin . || 1,5 3,62. 10-4 1,f1 10-5 2,618 2.41.10 


V. Uberblick und Zusammenhang der Ergebnisse. 


Betrachten wir zunachst den Unterschied in den Aktivitats- 
verhaltnissen des Ag-Ions beim Zusammenbringen von AgOH und 
von AgNO, mit den Proteinen, so lehrt die folgende vergleichende 
Tabelle XXXIIT, daB durchwegs? die Inaktivierung aus dem AgOH 
diejenige aus einem AgNO, des gleichen Ag-Gehalts ganz bedeutend 
dibertrif ft. 


1 Kahlbaum. 
2 Uber das Verhalten in niedrigsten Elektrolytkonzentrationen, ins: 
besondere beim Ovalbumin, s. spéter. 





3 
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3ei der Analyse der in dieser Tabelle vereinigten Ergebnisse mul 
auf die folgenden Umstande geachtet werden. In der Hauptsache 
liegen im reinen Protein eine groBbe Zahl von freien positiven und 
negativen Ladungen am Einzelteilchen nebeneinander vor, man kann 
dasselbe auch, wie schon an anderer Stelle ausgefiihrt wurde, als poly- 
valentes Zwitterion! betrachten. Aus den mit Saéure- bzw. Laugen- 
zugabe ermittelten Bindungsmaxima kann man eine theoretische Grenze 
fiir die Zahl der Ladungspaare entnehmen. Sie wird gleich sein der 
kleineren Héchstzahl der optimal verfiigbaren positiven bzw. negativen 
Gruppen. Eine Gelatine, die pro Gramm Protein 98 . 10—5 g/Aquivalente 
positive aber nur 57 . 10-5 g/Aquivalente negative Gruppen aufweist, 
kénnte also bestenfalls nur eine zwitterionische Aufladung im Ausmal} 
ihrer optimal verfiigbaren negativen Gruppen besitzen. Im allgemeinen 
wird dieser Grenzwert nicht erreicht werden, schon deshalb nicht, 
weil in denselben auch eine gewisse Zahl erst durch héheren Laugen- 
oder Séurezusatz aufgeschlossener, urspriinglich undissoziierter Gruppen 
wie COOH, OH, NH, eingeht. Auch der Zusatz von AgOH wird — 
einerseits durch die Reaktion mit den Gruppen RNHj + OH 
— RNH, + H,O unter Beraubung ihrer positiven Ladung, anderer- 
seits durch Reaktion nach dem Typus RCOOH + AgOH —» RCOO 
. Ag* —, das zwitterionische in ein einsinniges, vielwertiges Proteinion 
iiberfiihren. 

Man kann zundachst die interessante Feststellung machen, daB beim 
Seralbumin (Tabelle XX XIII) schon mit Zugabe von 1,7 . 10-* n AgOH 
simtliche verfiigbaren negativen Gruppen besetzt sind. Wir finden 
hier namlich an inaktivem Ag auf 1 g Protein 159,8. 10-5 g/Aquivalente, 
wahrend sich im AlkalilaugeniiberschuB? 160 . 10-5 g/Aquivalente als 
gebunden (neutralisiert) feststellen lassen. Diese Grenze wird jedoch 
wegen der starken Inaktivierung des Ag’ (94,2°%) bereits bei einem 
[OH] = 1,5. 10-5 n erreicht, welches sich aus dem gemessenen 
Asg = 9,7. 10~* und dem Léslichkeitsprodukt Ag’ . OH’ = 1,44. 10~* 
leicht ergibt. Bei diesem pg ist, selbst unter Zugrundelegung der von 
The. Svedberg* aus ultrazentrifugalen Beobachtungen abgeleiteten engen 
pu-Stabilitatsgrenzen des Seralbumins, keine Aufspaltung desselben zu 
erwarten. Die Maximalbindung aus Alkalilauge wurde jedoch seiner- 
zeit bei einem um drei GréBenordnungen hoéheren apy ermittelt und 
die Gleichheit der Héchstwerte in beiden Fallen lehrt, daB auch eine 
etwaige Aufspaltung des Seralbumins unter diesen Umstanden die 


1 Wobei hier von dem Auftreten von UberschuBladungen an demselben 
abgesehen wird. Vgl. dazu Pauli, Kolloidzeitschr. 53, 1. c. 
2 Pauli-Valké, Elektrochemie der Kolloide, Abschnitt Elektrochemie 


der Proteine. J. Springer, 1929. 
3 Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930, daselbst Literatur. 
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Zahl der bindungsfahigen Carboxylgruppen (und eventuellen sauren 
Hydroxyle) nicht erhéht. 

Die Feststellung der maximalen Ag-Bindung aus AgOH ist beim 
Ovalbumin durch die besondere Fiallbarkeit desselben behindert. Dab 
die Inaktivierung des Ag seitens des Ovalbumins eine besonders starke 
ist, zeigt sich nicht nur bei AgOH, sondern selbst am AgNQ,. Sie ist 
aus 1.10~%n AgNO, fiir Ovalbumin noch praktisch vollstandig, 
wahrend sie unter gleichen Verhaltnissen am Seralbumin nur wenig 
iiber 80°% erreicht (vgl. Abb. 7). 
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Fir den direkten Vergleich von Gelatine mit Seralbumin hinsichtlich 
des Verhaltens gegen AgOH liegt eine Beobachtung bei gleichem 
Silbergehalt nicht vor. Aber der in Tabelle XX XIII angefiihrte Versuch 
mit etwa ein Drittel des bei Seralbumin verwendeten analytischen Ag 
zeigt a fortiori, daB die Inakjivierung des Ag durch Gelatine weit 
zurickbleibt gegeniiber derjenigen seitens des Seralbumins. Sie betragt 
bei der ersteren nur etwa 60,8°%, wahrend sie beim Seralbumin unter 
den gleichen Umstanden rund 100% ausmachen muB, da sie bei diesem 
selbst aus der dreimal so hohen Konzentration an Silberlauge fast 
eine volistandige ist. Im gleichen Sinne spricht mit Sicherheit die 
Gleichgewichtsdialyse, welche bei 8,19 . 10~* n und 11,4. 10~8 analyti- 
schem Ag im Seralbumin (Tabelle XIa, XIb) einen zehnmal niedrigeren 
Aktivitatskoeffizienten aufweist als selbst bei 2,56.10—-%n analyti- 
schem Ag in 1°% Gelatine (Tabelle XXIII). Gelatine verfiigt pro 1 g 
nur wenig iiber ein Drittel (Héchstzahl 57 . 10-5 g/Aquivalente) der 
Zahl der negativen Gruppen des Seralbumins, und ob die geringere 
Inaktivierung des Ag bei der Gelatine allein etwa in den weiteren Ab- 
standen der Ladungen auf der Teilchenoberflache oder auch auf dem 
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UberschuB ihrer positiven Ladungen (Héchszahl 98 . 10~§ g/Aquivalente 


auf 1g) beruht, muB vorlaufig offen bleiben. 

Gehen wir von der Gelatine zu den Gelatosen iiber, so findet sich 
ein betrachtlicher Abfall der Inaktivierung des Ag aus AgOH von 
rund 60 auf 40°%. Da bei der gewahlten Thermohydrolyse keinesfalls 
eine Abnahme, aber auch keine Verschiebung im Verhaltnis der ver- 
fiigbaren positiven und negativen Gruppen erfolgt!, so ist hier in erster 
Reihe der EinfluB des vergréBerten mittleren Abstandes der negativen 
Gruppen infolge des héheren Zerteilungsgrades der Glutose in Betracht 
zu ziehen. Diesem wird unter sonst gleichen Umstanden eine Abnahme 
der mittleren Wertigkeit der Proteinionen entsprechen. Elektrodialyse 
der Gelatose mit negativen Membranen (b) vermindert durch Wegfall 
vorwiegend positiver Anteile den basischen Charakter und wirkt im 
Sinne starkerer Saiuerung. Verwendung einer positiven anodischen 
Membran (c) wird hingegen durch die starkere Durchtrittsméglichkeit 
fiir friiher zuriickgehaltene, héher disperse negative Anteile auch die 
negativen Gruppen reduzieren und die H-Aktivitat der elektro- 
dialysierten Gelatose wieder derjenigen einer nicht elektrodialysierten 
nihern. Den entsprechenden Gang der H-Aktivitaét der Gelatosen 
bei verschiedener Elektrodialyse zeigt die folgende Tabelle XXXIV. 


Tabelle XXXIV. 





: Aus AgOH Aus AgNO 
1°%/o Protein Hn Ag inektiv ie quanto 
ee “= 
Gelatose a (nicht e.d.). . 1,04.10-'n | 2,56.10-°n 7,4.10-4n 
Gelatose b (e.d.) .... 2,51.10-5n 8,39. 107? n * 8,8.10-4n* 
Gelatose c (e.d.) .... || 18 .1075n | 2,78.10-5n* 5,3.10-4n 


* Der Unterschied bleibt auch nach einer Korrektur fiir den etwas hiheren analytischen 
Ag-Gehalt bestehen, prozentisch steigert er sich sogar. 


Wir sehen in der Tat, nach dem starken Abfall der Inaktivierung 
des Ag aus AgOH beim Ubergang von der Gelatine (Tabelle XX XIII) 
zu den Gelatosen a, einen deutlichen Anstieg derselben von diesen zu 
den Gelatosen b und wieder ein merkliches Absinken zu den Gelatosen c. 


Sehr lehrreich ist die Betrachtung der analogen Verhaltnisse bei 
den einfachen Aminosduren (Glykokoll und Alanin). Dieselben wurden 
in einer Konzentration gewahlt, in welcher die verfiigbaren Carboxy]- 
gruppen annahernd denen im 1 °igen Seralbumin entsprechen. Es sind 
deshalb Vergleiche zunachst nur mit diesem Protein méglich. Die 
Zwitterionen des Glykokolls werden durch AgOH in die einwertigen 
negativen Ionen NH,.CH,.COO™ iibergefiihrt, und wir finden, daf 


1 Vgl. Pauli u. J. Safrin, diese Zeitschr. 233, 86, 1931. 
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lie ibrigens ganz betrachtliche Inaktivierung des Ag, die man bei 
Reduktion auf den gleichen analytischen Ag-Gehalt um 70°, ver- 
inschlagen muB, gegen die praktisch vollstandige seitens des Ser- 
ilbumins erwartungsgemaB stark zuriickbleibt. Denn im letzten Falle 
sind dieselben Ladungen als vielwertige lonen vorhanden. Bei den 
Gelatosen, die wenig mehr als ein Drittel der negativen Gesamtladung 
unserer Aminoséuren und eine relativ geringe Haufung der Ladungen 
im Teilchen aufweisen, findet man die Inaktivierung bereits erheblich 
unterhalb derjenigen bei den einfachen Aminoséuren gelegen. 

Die auffallend starke Inaktivierung des Ag aus AgOH seitens des 
Glykokolls und Alanins bildet in der Tat ein Problem fiir sich. Bedenkt 
man naémlich die hohe Léslichkeit und ausgiebige Ionenaktivitat des 
CH,COOAg, so wiirde man auch fiir NH,CH,COO Ag in der Kon- 
zentration 1,5.10~*n bei noch so hoher Schatzung keine Ag-In- 
aktivierung tiber 20°, erwarten, wahrend sich eine solche von 78% 
findet. Es miissen hier deshalb verschiedene, noch naher zu prifende 
Méglichkeiten erwogen werden. Wenn Ag mit den Aminogruppen 
analog wie mit Ammoniak oder organischen Aminen reagieren wiirde, 
so kénnten sich bei der gegenwartig angenommenen Struktur des 
Komplexions Ag(NH,)3 im Glykokoll, durch Ag’ zusammengehalten, drei 
Aminoessigséuren (I) oder, wenn man die Bildung des typischen an- 
ionischen Komplexions [AgAng]’ zugrunde legt, zwei Aminogruppen (II) 
vereinigen zu den Formen: 

NH, -.CH,COO- 
I. “Ag NH .CH,COO- II. 
NH, .CH,COO- 

Beides hatte zur Folge, daB erstens ein Ag-Ion fiir die Aktivitats- 
bestimmung maskiert wird und zweitens wenigstens mit einem der 
Carboxyle starker Ag-inaktivierende, mehrbasische Komplexe vor- 
liegen kénnten. Die Bildung einer Form *Ag.NH,.CH,.COO™ 
wiirde hingegen einem reinen Zwitterion entsprechen, also zur In- 
aktivierung von Ag am Carboxy] in geringerem AusmaB als selbst beim 
AgNO, fiihren und nur dann den Befund verstandlich machen, wenn 
liber 70% des Ag in dieser Art mit der Aminogruppe reagiert und 
dadurch unserer Aktivitatsbestimmung entgeht. 

Die Wahrscheinlichkeit eines solchen Verhaltens in nennenswertem 
Umfange erscheint jedoch sehr gering, und auch den anderen eben 
angefiihrten ,,offenen‘’ Komplexverbindungen des Ag diirfte nur die 
Bedeutung von denkbaren, an Zahl zuriicktretenden Gleichgewichts- 
formen mit einer inneren Metallkomplexsalzbildung zukommen. Eine 
solche ware in der Tat geeignet, die starke Inaktivierung von Ag aus 
AgOH bei den Aminosaéuren verstandlich zu machen, und ist in ander- 
weitigen Beobachtungen fest begriindet. 


tag NH:CH,COO- 
“S NH,CH,COO- 
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H. Ley* hat in seinen grundlegenden Untersuchungen iiber diesen 
Typus von Komplexverbindungen gezeigt, daB Aminosaduren, wie 
Glykokoll, z. B. Cupri- oder Kobaltisalze geben, die durch ihr elektro- 
chemisches, chemisches, optisches usw. Verhalten erkennen lassen, 
daB in ihnen das Metallion neben der Reaktion mit dem Carboxy| 
zugleich mit dem N-Atom eine Nebenvalenzbindung eingegangen ist 
Dabei kann die Aktivitat des Metallions mehr oder weniger vollstandig 
zuriickgedrangt werden. Von Interesse fiir unseren Fall ist ferner, 
daB die Darstellung dieser Kobalti- und Cuprisalze der Aminoséuren 
ganz analog unserer Reaktion mit Ag,O erfolgt, daB namlich eine 
wasserige Lésung von Glycin mit Kobaltioxyd bzw. Kupferhydroxyd 
(unter Erhitzen*) zusammengebracht wird. 

In der alteren Auffassung geht die Reaktion an der undissoziierten 
Form NH,.R.COOH als Neutralisation der Carboxylgruppe vor 
sich, in der neueren kann sie nur am Zwitterion des Glykokolls *NH, 
.CH,.COO™ stattfinden, wobei durch Reaktion mit dem OH des 
Metallhydroxyds aus der ionischen Ammonium- die dipolische Amino- 
form entsteht, die in die erste Sphare des Metallions einbezogen wird. 
Beim Cupriion miissen sich zwei, beim Kobaltion drei Glykokolle an 
der Reaktion beteiligen. Beim Ag-Ion wird der einfachste Fall innerer 
Komplexsalzbildung der ZusammenschluB der Carboxyl- und Amino- 
gruppe desselben Aminosaiuremolekils durch das Ag sein. Jedenfalls 
ist die Bildung der dipolischen Aminogruppe eine Voraussetzung fiir 
die Entstehung dieser neueren Metallkomplexsalze. Die Bedingungen 
fiir eine solehe werden, wenigstens in einem gewissen AusmaB, auch 
bei der Reaktion von Proteinen mit manchen Schwermetallionen, 
sei es eines Hydroxyds oder von Schwermetallsalzen, in Gegenwart 
von Lauge gegeben sein. 


Das Ag OH reagiert, je nach den Konzentrationsverhaltnissen, unter 
mehr oder weniger vollstandiger Aufhebung der positiven Ladungen 
am Zwitterion und 148t demgemaf die elektrostatische Wechselwirkung 
des Ag-Ions mit dem verbleibenden negativen Ladungsiiberschul 
der Proteinteilchen hervortreten. Dagegen wird in der Wechselwirkung 
mit AgNO, zugleich das Zusammenspiel der positiven und negativen 
Ladungen am zwitterionischen EiweiB erkennbar, tiber welches, soweit 
wir sehen, in den obigen Versuchen zum ersten Male ein vergleichendes 
Material geboten wird. 


1 H. Ley, Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 957, 1904; weitere Literatur in 
R. Weinland, Chem. d. Komplexverb., Stuttgart 1919; P. Pfeiffer, Organ. 
Molekiilverb., Stuttgart 1922. 

2 Das Erhitzen ist wegen der geniigenden Léslichkeit und Reaktions- 
fahigkeit des Ag,O bei diesem nicht erforderlich. 
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Es hat bereits N. Bjerrum, dem wir durch die Beriicksichtigung 
der elektrischen interionischen Krafte sehr plausible Ableitungen iiber 
die Abstande der gleichsinnigen Ladungen und das Verhaltnis der 
Dissoziationskonstanten von zweibasischen Bicarbonsdéuren und damit 
eine wichtige Erganzung zu R. Wegscheiders' statistischer Betrachtungs- 
weise verdanken?, in seiner grundlegenden Arbeit? den wechselseitigen 
elektrostatischen EinfluB der entgegengesetzten Ladungen an den 
Zwitterionen des Glykokolls gepriift. Dieser kann natiirlich nur in 
einer Abschwachung der Effekte, verglichen mit denjenigen von ent- 
sprechenden freien, in geniigend weitem Abstande voneinander be- 
findlichen Ionen, bestehen. So fand Bjerrum fiir die aktivitatsvermin- 
dernde Wirkung des n/10 Glykokolls — gemessen an der Léslichkeits- 
vermehrung von Croceokobaltinitrat — nur wenig tiber ein Drittel 
des bei den Ionen ein-einwertiger Salze beobachtbaren Effektes. Wir 
kénnen zunachst ein durchaus korrespondierendes Verhalten an unserem 
Glykokoll feststellen. 

Fir Ag ergibt sich in reiner, 1,12. 10-*n AgNO,-Lésung eine Ag- 
Aktivitét von 1,008.10-2n; erhédht man die Ionalitét auf 2,62.10-?7n 
etwa durch Zusatz von KNO,, so ermittelt sich ein Gag = 9,3. 10—*, 


also eine Abschwéchung, die beinahe doppelt so groB ist, wie bei Erhéhung 
der Ionalitét mittels Glykokoll, wobei aag = 9,6. 10—-* n beobachtet wurde. 


Man kénnte zunachst versuchen, die Unterschiede zwischen der 
starken Inaktivierung aus AgOH und der geringeren aus Ag N O, auf 
die verschieden groBe Zahl der ionischen Carboxylgruppen des Proteins 
in beiden Fallen zuriickzufiihren. Bei héherem Ag OH-Gehalt miidte 
dieselbe wachsen. Das gilt jedoch nicht fiir die niedrigeren Zusaitze von 
etwa 1 bis2.10-4n. Ein Blick auf die Abb. 7 laBt erkennen, daB die 
Bindung von Ag’ auch bei diesem niedrigen Ag-Gehalt in beiden Fallen 
ganz auseinandergeht. 


Zugleich lehrt aber der Vergleich mit den im UberschuB von AgNO, 
erreichbaren maximalen Bindungen (Tabelle XXXV), daB eine ge-' 
niigend groBe Zahl von negativen Ladungen auch am zwitterionischen 
EiweiB fir diesen niedrigen Ag-Gehalt zur Inaktivierung verfiigbar 
waren. Deshalb erscheint der SchluB berechtigt, daB bei der zwitter- 
ionischen Form die benachbarten positiven Ladungen aus elektro- 
statischen Griinden der Inaktivierung des Ag-Ions entgegenwirken, 
wahrend dieser hemmende Effekt bei Ersatz des AgNO, durch Ag OH 
infolge der aquivalenten Beseitigung von positiven Ladungen wegfiallt. 
Fir diese SchluBfolgerung ist die wichtige Feststellung von E. Hey- 


1 R. Wegscheider, Monatshefte 16, 153, 1895; 28, 599, 1902. 
2 N. Bjerrum, Ergebn. d. Naturwiss. 5, 125, 1926, daselbst Literatur. 
3 Derselbe, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 
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Tabele XXXV. 


Maximale Ag-Bindung aus AgNO;. Gramméaquivalente pro | g Protein. 





AgNO; g-Aqu. 
n Ag - — —— | Ag proilg 


1°/, Protein . heer gy : 
analyt. Wag Ag geb. Protein 


Seralbumin ..... .10-? | 3,404.10-2n | 5,59.10-3n 55,9 . 10-* 
Gelatme .....-. 5.1073 698 .10-2n |) 1,76.10-'n 17,6 .10-* 
Gelatose a (nicht e. d.) 107? || 2 .10-*n | 1,76.10-'n 17,6. 10-6 
Gelatose b (e.d.). . . - 10-8 -10-9n | 2,18.10-8n | 21,8.10-5 
Gelatose c (e.d.). . . ee 8,695.10-2n | 1.82.10-*n 18,2 .10-° 


Glykokoll 1,5.10-2n . | 5.10-% | 3,776.10-2n | 7,4 .10-4 o 


mann und F. Oppenheimer (1. c.), daB das Ultrafiltrat bei der Reaktion 
von AgNO, mit Albumin keine nennenswerte Verschiebung des px 
erkennen laBt, eine wertvolle Stiitze. 

Ein zweiter bemerkenswerter Umstand ist der folgende: Entnimmt 
man der Tabelle XXXV (bzw. fiir Ovalbumin graphisch der Abb. 7 
die Héchstaufnahme von Ag aus iiberschiissigem Ag N O, pro 1 g Protein 
und setzt die Werte in Relation zu dem Maximalwert (pro 1 g Protein) 
an negativen Gruppen, wie er sich aus potentiometrischen Bestimmungen 
der Laugenbindung ergibt, so findet man die in Tabelle XXXVI 
wiedergegebenen Daten. 


Tabele XXXVI. 





Protein Maximum Maximum Ag-Bindung Verhiltnis des 
der negativen der positiven aus AgN Os Ag. geb. 
1% Gruppen Gruppen 105 Aqniv. Maxim. neg. 


Ovalbumin .. . 134.10-'n 110.10-'n 40—42* | 0,30 
Seralbumin .. . 160.1079 rn 147.10-'n 56 ** 0,35 
0 ae 57.107° n 98.1075 n 17,6 0,30 


* Der Wert liegt ein wenig tiefer als der von E. Heymann und F. Oppenheimer (diese 
Zeitschr. 199, 468, 1928) mittels der Bechholdschen Differentialultratiltration (ebenda 8.451) auf 
diesem voéllig unabhingigen Wege gewonnene von 45.10-5n pro 1g Ovalbumin. Vielleicht 
beruht diese Abweichung auf der ungeniigenden Korrektur fiir die Einengung des Albumins 


auf dem Ultrafilter, die am Schlusse 7°), des Ausgangswertes betrug. 
** Dieser Wert stimmt mit dem bei Pauli und Matula (1. ¢.) fiir Seralbumin angegebenen 
55 gut tiberein. 


Es sind demnach bei diesen Proteinen nur rund ein Drittel der opti- 
mal gewinnbaren negativen Gruppen zur Bindung von Ag aus Ag N O, 
geeignet. Legt man das Verhaltnis des gebundenen Ag zur theoretisch 
maximalen Zwitterionenladung (also bei Ovalbumin und Seralbumin 
die kleineren positiven Héchstwerte) zugrunde, so findet man die 
Zahlen 0,363, 0,38, 0,30; somit ungefaéhr 30 bis 40°, der so errechneten 
optimalen Bindungsplatze bleiben fiir das Ag bestenfalls erreichbar. 
Es ist kein Zweifel, daB mit dieser Ag-Bindung zugleich eine GréBe 





fir d 
zweif 
schre 
vewil 
ladur 
stark 
fahig 
posit: 
einen 
von } 
: 
effekt 
Aufla 
(1. c.) 
] 
an di 
komr 
das | 
des § 
und | 
weit 

gewir 
das P 
durek 
konnt 
Inakt 
\ 
Ag-A 
Seral’ 
saure 
dem 

1.22 - 


ein m 
bei d 
Absti 


1 
ziiglie 
233, < 
2 
der Sc 
Anion 
sich e 
wurde 


Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. X. 301 


fiir den zwitterionischen Ladungsgrad gegeben ist, aber diese hat un- 
zweifelhaft nur den Charakter eines Minimalwertes. Infolge der fort- 
schreitenden Inaktivierung seiner negativen Gruppen durch das Ag 
sewinnt namlich das Protein eine zunehmende positive Uberschub- 
ladung — erkennbar an der Umkehr der Wanderung und einsinnigen, 
stark kathodischen Elektrophorese —, und damit sinkt die Aufnahme- 
fahigkeit fiir positive Ionen. Es tritt sogar an dem polyvalenten, 
positiven Proteinion eine solche fiir negative lonen auf, welche schlieBlich 
einen Grund fiir die Fallung reiner Proteine durch hohe Konzentrationen 
von Schwermetallsalzen!, z. B. Cu-Sulfat, bildet?. 

Die in der Ag-Bindung sich ausdriickende Begrenzung des Ladungs- 
effektes schlieBt somit nicht das Bestehen héherer zwitterionischer 
Aufladungen (50 bis 70°, des Optimums) aus, zu welchen H. H. Weber 
(1. c.) auf Grund seiner eingehenden Untersuchungen gelangt ist. 


Infolge der Inaktivierung und Assoziation des Ag aus dem Ag N O,, 
an dessen Stelle eine positive UberschuBladung am Eiwei8 auftritt, 
kommt es zugleich infolge Ersatzes des beweglichen Silberions durch 
das langsamer wandernde Proteinion zu einem Abfall der Leitfahigkeit 
des Silbernitrats, der tiber die maBige symmetrische, elektrostatische 
und réumliche Behinderung, welche die lonen etwa von KCl erfahren, 
weit hinausreicht. Beriicksichtigt man die letztere als Korrektur, so 
gewinnt man einen Gang der Leitfaihigkeitsabnahme des Ag NO, durch 
das Protein, der mit der potentiometrisch ermittelten Bindungsabnahme 
durchaus analog verlauft (vgl. Abb.3). Bei dieser Leitfahigkeitsabnahme 
kénnte in héheren Silbersalzkonzentrationen die zunehmende sekundare 
Inaktivierung des Anions seitens der positiven Proteinionen mitwirken. 

Wie Tabelle XXXIII und Abb.7 lehren, nimmt auch fiir die 
Ag-Aufnahme aus AgNO, die Inaktivierung in der Reihe Ovalbumin, 
Seralbumin und Gelatine ab. In der gleichen Reihenfolge fallt der 
saure Charakter erkennbar an der H-Aktivitaét im reinen Protein und 
dem Verhaltnis der Bindungsmaxima fiir Laugen und Sauren, das 
1,22 : 1,08: 0,58 betragt. Innerhalb der Gelatosereihe erscheint wieder 
ein merklicher Parallelismus mit dem sauren Charakter, auf den schon 
bei der Inaktivierung aus AgOH verwiesen wurde. Der miachtige 
Abstieg bei der Inaktivierung aus Ag N O, beim Ubergang zum Glykokoll 


1 Vgl. dazu Pauli u. L. Flecker, diese Zeitschr. 41, 461, 1912. Be- 
ziiglich der Rolle der Denaturierung vgl. Pauli und R. Weiss, ebenda 
288, 401, 1931. 

2 Zu dieser bedarf es (vgl. 7. Geill, 1. c.) nicht der weiteren Erhéhung 
der Schwermetallsalzkonzentration, es geniigt die Zufiigung der betreffenden 
Anionen eines Alkalisalzes. Bis in das Gebiet dieser Flockungen, in welchem 
sich eine gewisse Zunahme der Inaktivierung von Ag anschlieBen kénnte, 
wurden die Beobachtungen nicht verfolgt. 
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trotz der dargebotenen weit héheren Gesamtladungszah] laBt einerseits 
den groBen EinfluB des geringen Abstandes der entgegengesetzten 
Ladungen bei diesen Zwitterionen erkennen, l4Bt aber zugleich an dic 
Moglichkeit denken, daB bei den Proteinen, selbst in der zwitter- 
ionischen Form, die Polyvalenz der Teilchen wirksam werden kénnte 
Allerdings ist es kaum mdéglich, eine solche gesteigerte Wirkung ohne 
betrichtliche Polarisierbarkeit der Ladungen auf den Proteinteilchen 
zu postulieren. Eine solche wiirde jener von K. H. Meyer’ an- 
genommenen Biegsamkeit der Kohlenstoffketten bediirfen, mit welcher 
dieser Gestaltanderungen der Proteinmolekiile infolge Ubergangs von 
zwitterionischer zu einsinniger Aufladung auf elektrostatischer Grund- 
lage erklarbar macht. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch gemacht, méglichst 
aus den allgemeinen elektrochemisch-konstitutiven Verschiedenheiten 
einzelner Proteine, also aus Unterschieden der Gesamtladung, Wertig- 
keit sowie aus den Wechselwirkungen ihrer positiven und negativen 
ionischen, sowie zum Teil von negativen und dipolischen Gruppen ihr 
Verhalten als Silberproteinate und Silbersaizproteine wenigstens in 
erster Annaherung dem Verstaéndnis naher zu bringen. Damit soll 
durchaus nicht verkannt sein, daB auch der besondere chemische 
Charakter der einzelnen reagierenden Gruppe in dem AusmaB der 
Inaktivierung des Ag sowie fiir begleitende, sekundire, molekulare 
Anderungen von Bedeutung werden kann. Es ist deshalb nicht aus- 
geschlossen, daB die Ausdehnung der Versuche auf andere Proteine 
zur Kenntnis bemerkenswerter scheinbarer Anomalien fiihrt. Denn 
wenn auch die Abstande der Gruppen und Ladungen auf der Protein- 
oberfliche nicht weit genug sind, deren Wechselwirkungen im Sinne 
von Verstairkungen oder Abschwachungen zu unterdriicken, so er- 
scheinen sie jedenfalls geniigend, um unter Umstanden auch individuelle, 
chemische Reaktionen zuzulassen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
fiir die dem einen von uns (Pauli) geleistete Sachbeihilfe unseren er- 
gebenen Dank aus. 


1 K. H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 1929; ferner K. H. Meyer u. 
H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe, Leipzig 
1930. 
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Uber eigentiimliche Schwankungen des Brechungsindex 
des Hundeblutserums. 
Von 
Paul Weinstein. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungarischen 
Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1931.) 


Bestimmt man den Brechungsindex des Blutserums eines Hundes, 
dem man 16 bis 24 Stunden vorher Nahrung und Trinkwasser entzogen 
hatte, im Verlauf eines Versuchstages anfangs in ein-, spaiter in zwei- 
stiindigen Intervallen, so erhalt man Abweichungen vom Anfangswerte, 
die gréBer sind, als daB sie von Versuchsfehlern herriihren kénnten. 


Da diese Erscheinung meines Wissens noch nicht eingehend beschrieben 
wurde, soll sie an Hand einiger Tabellen erliutert werden. 

Zu den Versuchen dienten Hund Nr. 1 (15 kg), Hund Nr. 3 (15 kg), 
Hund Nr. 4 (14 kg), Hund Nr. 8 (28kg), Hund Nr. 9 (12,5 kg), Hund 
Nr. 10 (10 kg) und Hund Nr. 12 (14 kg). 


An einer Stelle der AuBenfliche des Ohres, wo eine Hautvene sichtbar 
war, wurde eine kleine Schnittwunde gesetzt, etwa 1 (bzw. 4 bis. 5) ccm 
Blut in ein verschlieBbares Zentrifugierréhrchen flieBen gelassen, nach 
eingetretener Gerinnung das Serum durch Zentrifugieren geschieden und 
mittels eines temperierbaren Abbeschen Refraktometers bei 17,5°UC gepriift. 
(Die gréBeren, 4 bis 5ccm betragenden Blutmengen wurden in solchen 
hier nicht weiter besprochenen Versuchen entnommen, in denen neben dem 
Brechungsindex auch die Restrefraktion bzw. das Albumin-Globulin- 
verhaéltnis bestimmt werden sollte.) Dic Blutentnahmen wurden in den 
oben erwéhnten Intervallen wiederholt. Nach je einer Entnahme stand 
die Blutung entweder von selbst still, oder sie wurde durch aufgesetzte 
Watte gestillt. Fiir die néchste Probe Blut zu gewinnen, gelang oft durch 
die Entfernung der Watte allein, in anderen Fallen durch Auseinander- 
ziehen der locker verklebten Wundrander; allerdings zuweilen nur durch 
Setzen einer zweiten Wunde am selben oder am anderen Ohr. 


In den Versuchen 9, 13, 17, 19, 21, 16, 14, 18, deren Ergebnisse 
in nachstehender Tabelle I zusammengestellt sind, und die, wie alle 
iibrigen, fast ausnahmslos um 8 Uhr morgens (in der Tabelle mit 0" 
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bezeichnet) begonnen wurden, fiel der Brechungsindex bereits in der 
zweiten Probe, 1 Stunde nach der ersten, deutlich ab; der Abfall setzte 
sich in geringem Grade in den weiteren vier Proben fort, oder aber 
die Werte blieben angenahert unverdndert. In der siebenten Probe 
aber, die erst 2 Stunden nach der sechsten, in der Regel um 3 Uhr 
nachmittags, entnommen wurde, war der Brechungsindex deutlich, 
meistens ansehnlich héher (die betreffenden Zahlen sind in der Tabelle 
durch Fettdruck hervorgehoben), verblieb in den nachsten Proben, die 
nunmehr bis 7 Uhr abends zweistiindlich entnommen wurden, un- 
verandert, oder fiel wieder ab; er erreichte aber am nachsten Morgen 
angendhert denselben Wert, den er 24 Stunden vorher hatte, oder 
iiberfliigelte ihn. Was die VerlaBlichkeit der angefiihrten Zahlen an- 
belangt, so sind sie von den unvermeidlichen geringen Ablesungs- 
fehlern sicher nicht frei; daB jedoch die ansehnliche Steigerung nicht 
durch solche bedingt ist, geht aus den in der Tabelle danebengesetzten 
Zahlen hervor, die sich auf den Trockensubstanzgehalt jeweils derselben 
Serumproben beziehen. Dieser wurde an 4 bis 5 Tropfen des Serums 
durch Trocknen bis zur Gewichtskonstanz erhalten. Abfall und Er- 
héhung fielen am Brechungsindex und Trockensubstanzgehalt meistens 
zusammen. 

Zunachst war ich geneigt anzunehmen, daB es sich hier um ein 
in den friihen Nachmittagsstunden eintretendes physiologisches 
Maximum handelt, wie dies ja beziiglich der Kérpertemperatur langst 
bekannt ist. Diese Annahme muBte aber fallen gelassen werden, da es 
keine allmahlig zu einem Maximum fiihrende, sondern eine sprunghafte 
Steigerung gab. Eine plausiblere Begriindung glaube ich darin zu finden, 
daB, nachdem alle friiheren Blutentnahmen stiindlich erfolgten, gerade 
der kritischen siebenten Blutentnahme zum erstenmal eine zweistiindiq: 
Pause voranging. 

Ehe nicht weitere, erginzende Versuchsergebnisse vorliegen, mul} 
es unerértert bleiben, ob nicht etwa der Schnitt bzw. die immer wieder- 
holten Manipulationen (Auseinanderziehen der Wundrander usw.) 
vielleicht reflektorisch (auch durch den Schmerz ausgelést) zu einem 
gefaBmuskuléren Effekt fiihren, der seinerseits eine geainderte Blut- 
zusammensetzung zur Folge hat. 

Balachowsky und Turbaba' erwahnen, daB ,,. . . schmerzhafte 
Traumen ... gew6hnlich von sprunghaften Schwankungen des Serums 
begleitet werden‘, und bemerken, daB ,,... der heutige Stand unserer 
Kenntnisse die Beeinflussung der Gesamtmasse des Blutes durch 
ortliche schmerzhafte Reizung wohl kaum auf andere Weise erklaren 
laBt, als durch Beteiligung neutraler Reflexbégen“. 


1 Diese Zeitschr. 182, 233, 1927. 
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Desgleichen soll nicht erértert werden, daB es sich vielleicht blo} 
um lokale reaktive Vorgange an den Blut- und LymphgeféiBen im 
Bereich der Wunde handelt. Nur ganz im allgemeinen soll, auch um 
die Richtung dieser Vorgange bzw. die Anderung des Brechungsindex 
anzudeuten, der Abfall des letzteren als eine Art ,,Ermiidung’, das 
Gegenstiick hierzu, die Steigerung des Brechungsindex nach der Zwei- 
stundenpause, als eine Art ,,Erholung* aufgefaBt werden. 

Ist diese meine Annahme richtig, so kénnen sich, wie beziiglich 
vieler anderer physiologischer und pathologischer Erscheinungen, 
verschiedene Tiere auch beziiglich der oben beschriebenen Erscheinung 
verschieden verhalten; bzw. es kénnen Unterschiede durch Umstande 
gezeitigt werden, die den Zustand (z. B. Ernaihrungszustand) eines 
Tieres beeinflussen. So dirfte es kein Zufall sein, daB ich von neun 
Versuchen, die am Hund Nr. | ausgefiihrt wurden, sechs als typische 
Beispiele in Tabelle I anfiihren konnte, wahrend an anderen Tieren 
die Erscheinung weniger haufig oder nicht zur Beobachtung kam. 

Eine Stiitze meiner Annahme der ,,Erholung“ liefert die in den 
meisten Versuchen nachweisbare angeniherte Riickkehr des tagsiiber 
abgefallenen Brechungsindex zum Anfangswert, als ich dem Tiere, 
das tber Nacht weiter gehungert hatte, am nachsten Morgen wiede1 
Blut entnahm. 

Teilweise indirekte Beweise liefern zwei Versuche, deren Ergebnisse 
in Tabelle II enthalten sind. 


Tabelle II. 





Hund Nr. 9 





Zeit 2 - —_— 
der Blut- Versuch 48. 30. IIT. 1928 Versuch 49. 24. 1V. 1928 
entnahme 50 ccm Blut enthnommen 50 cem Blut entnommen 


Brechungsindex Brechungsindex 


14492 1.3480 
1,3488 1,3475 
1,3489 1,3482 
1,3482 1,3473 
1,3492 13479 
1,3487 1,3478 
11 1,3488 1,3475 
24 1,3490 1,3478 


On Cte bo 


In diesen Versuchen wurde, abweichend von dem friher geiibten 


Verfahren (siehe Tabelle 1), die zweite und dritte Probe nach einer Pause 


von je 2 Stunden entnommen; dementsprechend war der Brechungs- 
index in der dritten Probe noch so hoch, wie in der ersten: es war keine 
,.Ermiidung* eingetreten; wohl aber war dies der Fall in der nachsten, 


eine Stunde spaéter entnommenen Probe. Auch war eine deutliche 





Anni 
und 

nach 
Steig 





lols 

im 
um 
dex 
das 
vei- 


lich 
ren, 
ang 
nde 
nes 
eun 
che 


ren 


den 
ber 
Pre, 
der 


isse 


ten 
use 
Os- 
g 

ine 
en, 


‘he 





Schwankungen des Brechungsindex des Hundeblutserums. 307 


Erholung’ zu konstatieren, als der nichsten Probe wieder eine Pause 
von 2 Stunden vorausging. 

Der obenerwahnte EinfluB8 des Ernaihrungszustandes zeigt sich 
in den am Hund Nr. 4 ausgefiihrten Versuchen (Tabelle I11). Dieses 
Tier unterschied sich von den meisten anderen durch den an und fiir 
sich geringeren Brechungsindex seines Blutserums, woftir, wie auch 
fir das Fehlen der Steigerung nach der ersten Zweistundenpause, der 
Umstand verantwortlich gemacht werden kann, daB dieses Tier etwa 
5 Wochen, ehe diese Versuche an ihm ausgefiihrt wurden, 15 Tage lang 
zu anderen Versuchszwecken hungern muBte, daher offenbar noch 
nicht ganz hergestellt war. 

Tabelle Ill. 





Hund Nr. 4 


Versuch 32 Versuch 36 Versuch 37 


Zeit 25. X. 1927 5. XI. 1927 8. XI. 1927 
ler Blut- 50 cem Blut entnommen 50 cem Blut enthommen 50 cem Blut entnommen 
entuahne [———— — . — 
Brechungs- pone Brechungs- oe Brechungs- ——— 
index : index . index ; 
Qh 1,3472 8,16 1,3462 7,76 1,3459 6.61 
2 1,3470 7,90 1,3454 7,01 1,3457 6,37 
4 1,3469 8,09 1,3452 7,31 1,3457 6,58 
5 1,3469 7,97 1,3458 7,24 1,3458 
7 1,3465 7,00 1,3460 7,23 1,3455 6.20 
9 1,3470 7,58 1,3459 7,13 1.3457 6,53 
11 1.3472 8,03 1,3458 7,00 1,3453 6,15 
24 1,3473 8,15 1,3460 7,24 1,3462 6,70 


Es soll aber durchaus nicht behauptet werden, daB durch meine 
Annahme alles restlos erklart wird. Denn es gab zwei, am Tier Nr. 8 
und 9 ausgefiihrte Versuche (Tabelle LV), in denen der Brechungsindex 
nach einer spdteren zweistiindigen Pause die gew6hnliche ansehnliche 
Steigerung aufwies, anfangs aber totz der zweistiindigen Pausen abfiel. 


Tabelle IV. 





Hund Nr. 8 Hund Nr. 12 
Zeit Versuch 42. 29. XI. 1927 Versuch 58. 31. VIII. 1928 
der 10cem Blut entnommen 50 cem Blut entnommen 
Blatentnahme = |-——— mn ear 
Brechungsindex sense Brechungsindex 

Qh 1,3486 8,38 1,3479 

2 1,3474 7,97 1,3471 

4 1,3472 8,28 1,3470 

5 1,3372 8,19 1,3469 

7 1,3478 8,57 13478 

9 1,3480 8,38 1,3471 

11 1,3470 7,87 1,3468 
24 1,3474 8,07 1,3473 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 9} 
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Weiterhin war zu erwarten, dah, wenn die Blutentnahmen anfang. 
in kirzeren als einstiindigen Intervallen erfolgen, der Brechungsinde x 
eine noch starkere Abnahme aufweisen wird als bei den stiindlich: 
Blutentnahmen. In der Tabelle V sind die Ergebnisse von fiinf solchen 
Versuchen angefiihrt, in denen der ersten Blutentnahme in Intervallen 
von je 10 Minuten drei weitere folgten. Wider Erwarten trat ein Abfa!| 
in einigen Versuchen tberhaupt nicht ein bzw. war in anderen nicht 
starker als sonst. Ja sogar der hier mit 9 bezeichnete Versuch gehért 
zu dem dhnlich bezeichneten Versuch in Tabelle I; es wurden dem 
Hunde zwischen 8 und 9 Uhr drei Blutproben in Intervallen von je 
10 Minuten entnommen und nachher die stiindlichen bzw. zweistiind- 
lichen Proben untersucht. Trotz diesen gehaiuften Eingriffen blieb. 
wie aus Tabelle I ersichtlich, der gewohnte Anstieg des Brechungs. 
index nach der ersten Zweistundenpause nicht aus. 


Tabelle V. 





Hund Nr. 1 Hund Nr.3 Hund Nr.9 Hund Nr. 12 
Zeit | ee | ee — 
der Versuch 9 Versuch 11 Versuch 13 Versuch 10 Versuch 55. Versuch 61 
Blut- 27. VI. 1927 | 5. VIL. 1927 11. VII. 1927 28. VI. 1927/' 15. VI. 1928 11. IX. 192s 
ent- - $$ | —______ _ 
nahme Brechungs- | Brechungs- 
index | index 





Brechungs- Hrechungs- Brechungs- 
index index index 


Brechungsindex 


Oh 1,3476 1,3483 5; 1,3475 11,3485 1,3479 1,3466 
10’ 1,3477 1,3484 : 1,3478 1,3490 1,3480 1,3463 
20 1,3471 1,3481 1,3479  1,3490 1,3474 1,3466 
30 1,3481 1,3480 1,3481  1,3483 1,3480 1,3463 
40 1,3461 


Desgleichen gehért der mit 13 bezeichnete Versuch der Tabelle V 
zu dem ebenso bezeichneten der Tabelle I; hier wurden zweimal je 
drei Proben in Intervallen von je 10 Minuten zwischen die fiinfte und 
sechste und zwischen die achte und neunte Probe der Tabelle I ein- 
geschaltet: auch hier folgte der kurz darauf beginnenden Pause von 
2 Stunden eine ansehnliche Steigerung des Brechungsindex. 

Es hieBe die Versuchsergebnisse in ein fiir meinen Erklarungs- 
versuch giinstiges Licht stellen zu wollen, wenn ich Versuche, die, 
wenn auch nicht gegen, doch auch nicht fiir meine Annahme sprechen, 
nicht anfiihren wiirde. Sie sind in nachfolgender Tabelle VI zusammen. 
gestellt. 

Endlich soll auch eines an und fiir sich berechtigten Einwandes 
gedacht werden, der jedoch leicht entkraftet werden kann. Es kénnte 
behauptet werden, daB das, was ich mit dem Schlagwort ,,Ermiidung™ 
bezeichnete, einfach der Folgezustand der fortgesetzten Blutverluste ist. 
Denn die verhaltnismaBig groBen Hunde verloren zwar in manchen 
Versuchen im Verlauf eines Tages jedesmal bloB je 1 ccm, also in- 
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gesamt etwa 10, hochgerechnet 15ccm, was ja ganz belanglos ist 
in anderen Versuchen aber, in denen zu anderen Zwecken je 4 bis 5 ccm 
entnommen wurden, etwa 50 ccm, hochgerechnet 75 ccm, was schon 
einen betrachtlichen Verlust bedeutet. Ware nun die von mir so 
genannte ,,Ermiidung durch den Blutverlust bedingt, so miBte sic 
ausschlieBlich oder iiberwiegend in denjenigen Versuchen zu_ kon- 
statieren gewesen sein, in denen dem Tiere viel Blut entnommen wurde, 
umgekehrt fehlen, wo der Blutverlust weit geringer war; bzw. im Falle 
einer vorausgegangenen gréBeren Blutentnahme muBte die als _ ,,Er- 
holung® bezeichnete Erscheinung fehlen, nach kleinen Verlusten aus- 
geprigt sein. Nun gab es aber gerade unter den acht Versuchen, die 
ich in Tabelle I aus dem Grunde zusammengestellt habe, weil sie die 
Erscheinung der ,,Erholung** am schénsten zeigen, fiinf solche, in denen, 
wie aus den Tabellenképfen zu ersehen ist, jedesmal viel Blut ent- 
nommen wurde; andererseits gab es von den neun Versuchen der a- 
belle VI, die aus verschiedenen Griinden weder fiir, noch gegen meine 
Annahme sprechen, drei solche, in denen nur wenig Blut entnommen 
wurde, und die dennoch die Erscheinung der ,,Erholung* kaum zeigen, 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Instituts-Adjunkten, Dozent Aszddi, ausgefiihrt. 
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Uber den Einflu6 der sogen. .sauren* und ,basischen* 
Nahrung auf das Schicksal aromatischer Substanzen 
im Organismus’. 


I. Mitteilung: 
Oxydation und Paarung von Phenol und Benzol. 


Von 
A. E. Braunstein, A. N. Parsechin und O. D. Chalisowa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie des Zentralen Staatlichen 
Forschungs-Instituts fiir Gewerbekrankheiten, Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Vor einigen Jahren haben Abderhalden und Wertheimer (1)* in einer 
teihe von Arbeiten nachgewiesen, daB die physiologische Reaktions- 
fahigkeit des Organismus in bedeutendem Mafie durch die Art der 
Ernahrung beeinfluBt werden kann, je nachdem in der Nahrung (bzw 
in deren Asche) saure oder basische Radikale — Anionen oder Kationen 

iiberwiegen. 

Die physiologische Wirkung der .,sauren** und ,,basischen** Nahrung 
betrifft einerseits die Empfindlichkeit des Organismus fiir Sympathicus- 
und Parasympathicusgifte, indem die .,saure‘* Nahrung den Tonus des 
; ’ : . ; mee t : 
Sympathicus steigert, Wie .,basische’* Nahrung hingegen das vegetative 
Gleichgewicht zugunsten des Parasympathicus verschiebt. Andererseits 
wirkt die Art der Ernaéhrung auf gewisse Stoffwechselvorgainge ein, und 
zwar auf synthetische Prozesse, mittels welcher kérperfremde Substanzen 
entgiftet werden (Synthese von Brommerkapturséure aus Brombenzol. 
Methylierung von Tellur). Das Zustandekommen dieser Synthesen im 
Organismus wird durch die saure Nahrung begiinstigt, durch die basische 
gehindert. Palladin und seine Schiiler (2) (3) haben die Untersuchungen 
von Abderhalden und Wertheimer auf eine Reihe von anderen Entgiftungs- 
vorgéngen ausgedehnt und haben dabei gefunden, da die giinstige Wirkung 
saurer Ernaéhrung (und vice versa die ungiinstige Beeinflussung durch 


1 Vorgetragen auf der IV. Tagung der Physiologen der Sowjetunion 
zu Charkow am 24. Mai 1930. 


Literatur siehe am SchluB der IV. Mitteilung. 
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basische Nahrung) sich auch bei verschiedenen anderen synthetischen 
Prozessen (Paarung von Phenol, Synthese von Menthol-Glykuronséur 
geltend macht. Allerdings soll nach Versuchen von Kusnetzowa (4) di 
Bildung von Thymol-Glykuronséure durch basische Nahrung begiinstigt 
durch saure gehemmt werden. Aber auch gewisse Vorgéinge oxydative: 
Art, wie die Zerstérung von Phenol im Organismus, werden durch saure 
Ernéhrung stimuliert und durch basische unterdrickt. 

In weiteren Arbeiten aus dem Laboratorium von Palladin wurde 
erwiesen, da die gleichen Prozesse auch durch andere auBergewéhnliche 
Ernéhrungszustande (Avitaminose, Hunger) beeinfluBt werden (1. c. 3). 

Durch derartige oxydative und synthetische Reaktionen werden 
im Organismus viele aromatische Verbindungen entgiftet oder zer- 
stért, die als gewerbliche Gifte im industriellen Betrieb von wichtiger 
Bedeutung sind (Benzol, Anilin und deren Derivate). Die oben er- 
wahnten Untersuchungen waren daher fiir unser Laboratorium von 
besonderem Interesse, da sie einen praktisch gangbaren Weg zu weisen 
schienen, durch die Wahl passender Ernahrungsverhaltnisse die Ent- 
giftungsreaktionen zu stimulieren und so das Resistenzvermégen des 
Organismus von Arbeitern gegentiber gewerblichen Giften der aroma- 
tischen Gruppe zu steigern. Wir beschlossen daher, die Untersuchungen 
von Palladin und seinen Mitarbeitern weiter auszubauen, sie auf andere, 
gewerbe-pathologisch wichtige Gifte (zunichst auf Benzol) zu iiber- 
tragen und den Mechanismus der Beeinflussung der betreffenden 
Prozesse durch den sauren oder basischen Charakter der Nahrung naher 
zu erforschen!, 

Phenolversuche 


Wir wiederholten zunichst die Versuche von Palladin und Ferd- 
mann (l.c. 2) iiber den EinfluB8 der sauren und basischen Nahrung 
auf die Oxydation und Paarung von Phenol; diese Versuche ergianzten 
wir, indem wir eine Gruppe von Kontrolltieren bei gemischter Kost 
einschalteten und ferner neben der Ausscheidung des freien und ge- 
bundenen Phenols die Ausscheidung der gepaarten Glykuronsaéuren und 
der Atherschwefelsiuren bestimmten, um zu ermitteln, auf welche von 
beiden Paarungsreaktionen des Phenols der Einflu®B der Ernahrungs- 
weise in der Hauptsache gerichtet ist. 


Methodik 


Wie in den Untersuchungen von Palladin und Ferdmann dienten 
Kaninchen als Versuchstiere, vorwiegend Mannchen von méglichst gleichem 
Gewicht. Die gesamte Versuchsanordnung wurde derjenigen der genannten 


1 Dem Vorstand unserer Abteilung, Herrn Dr. A. M. Breitburq, 
schulden wir unseren besten Dank fiir die Anregung zu der Arbeit und fiir 
viele wertvolle Ratschlage. Wir danken ferner Dr. M. J. Agol und Dr. A. WM. 
Kusnetzowa, die uns bei methodischen Vorversuchen behilflich waren. 


Pheonol-Injektiomen 


Sporadische 


Saures Futter. 


4. 


Nr. 


JKaninchen 
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Autoren nachgebildet. Als saures Futter verwendeten auch wir Hafer, 
als basisches Griinfutter. Da unsere Vorversuche aber gezeigt hatten, dai 
die Gesamtmenge und der gebundene Anteil des ausgeschiedenen Phenols 
in bedeutendem Mae von der Art und Menge der vom Versuchstiere ve1 
zehrten einzelnen Nahrungsbestandteile abhaingt, wurden wihrend de: 
ganzen Versuchszeit abgewogene, bestaéndige Futterrationen verabreicht 
Als saure Ration erhielt jedes Kaninchen taglich 200 g Hafer (mit kochendem 
Wasser abgebriiht), 10 g Kohl (als Vitaminquelle) und 5 g Heu, als basisclh, 
Ration 200g Kartoffeln, 100g Kohl und ig Heu; die gemischte 
Kost der Kontrolltiere bestand aus je einer halben sauren und basischen 
Ration. 

Der Harn der Kaninchen wurde in zweitaégigen Portionen gesamme'!t 
(zur Konservierung wurden einige Tropfen Chloroform zugesetzt) und darin 
das freie und das Gesamtphenol nach der Methode von Folin-Denis in dex 
Modifikation von Goiffon und Nepveux (5) bestimmt. AuBerdem bestimmten 
wir die Atherschwefelsaéuren (Gesamtsulfat — anorganisches Sulfat) nach der 
Benzidinmethode von Rosenheim-Drummond (6) und die gepaarten Glykuron- 
siuren nach dem Verfahren von A. Quick (7) in der Modifikation von 
Palladin und Persowa (8). 


Es wurde mehrere Male die normale Ausscheidung von Phenol, Ather- 
schwefelséuren und Glykuronsiure bestimmt, sodann wurde den Kaninchen 
Phenol in 2° ,iger Lésung subkutan injiziert in Dosen von 250, 400 und 
500 mg. Die Ausscheidung wurde bis zur Riickkehr der normalen Werte 
verfolgt, alsdann wurde von neuem Phenol injiziert. Dosen bis 400 mg 
Phenol wurden, abgesehen von bisweilen auftretenden kurzdauernden 
Krampfanfiallen bald nach der Injektion, von den Tieren gut vertragen; 
bei der Injektion von 500 mg Phenol auf einmal gingen mehrere Kaninchen 
zugrunde. Wir waren daher genétigt, diese Dosis auf zwei Injektionen zu 
verteilen, indem wir 250 mg morgens und 250 mg am Nachmittag desselben 
Tages einspritzten. Trotz der einseitigen Ernaéhrung befanden sich die 
Kaninchen nach acht bis zehn Phenolinjektionen in Zwischenréumen von 
4 bis 6 Tagen wohl und verloren nur wenig an Gewicht. 


Die Tabelle I zeigt die Phenolausscheidung bei je einem typischen 
Kaninchen der sauer, basisch und gemischt ernahrten Gruppen. 


Als Durchschnitt aller unserer an zw6lf Kaninchen ausgefiihrten 
Versuche erhielten wir folgende ‘Mittelwerte (vgl. Abb. 1): 





Ausscheidung des Gebundener 
injizierten Phenols Anteil des 
Fa Ran eae ae SS Phenols in 
als Gesamt- in gebun-  Pprozentender 
phenol dener Form  ausgeschie- 
0 


” 0/5 denen Mengé 


I. Saures Futter. 22 Injektionen bei 
WT sc sok ee a ee 53,6 


II. Basisches Futter. 21 Injektionen bei 
I s6s ee ere eos See 


III. Gemischtes Futter. 23 Injektionen 
bei 4 Kaninchen. (Kontrolltiere) . 
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Diese Versuche bestatigen also an einem reichlicheren Material in 
vollem MaBe die Befunde von Palladin und Ferdmann: bei saurem Futter 
velangt stets ein geringerer Anteil des injizierten Phenols zur Aus- 
scheidung als bei basischem. Die Menge des in gebundener Form aus- 
veschiedenen Phenols ist stets bei den sauer ernihrten Kaninchen ab- 
solut und relativ (d.h. in Prozenten des injizierten und des aus- 
geschiedenen Phenols) gréBer als bei den basisch ernaihrten Tieren. 
Auch das spontan ausgeschiedene Phenol wird bei den sauer ernahrten 
Tieren zu einem gréBeren Anteil gepaart wie bei den basisch ernahrten. 
Die Kontrolltiere nehmen sowohl in bezug auf die Gesamtausscheidung, 
wie auf die Bindung des Phenols eine Mittellage ein. Allem Anschein 


» ees Phend/ 

40 

60 - WSgetundenes Pend , 

‘ | Abb. 1. 

a Ausscheidung von sporadisch 

40 injiziertem Phenol (Mittelwerte). 
' 

| I Saures Futter. 

cot I] Basisches Futter. 
III Gemischtes Futter. 

10}- 


2 a 


nach wird also tatsdchlich durch die saure Nahrung sowohl die vollstdndige 
Zerstorung (Oxydation) des Phenols wie dessen Entgiftung durch Paarung 
(Synthese) nach der giinstigen Seite beeinfluBt, durch die basische Nahrung 
nach der ungiinstigen Seite. Die Menge des in toxischer (freier) Form 
zur Ausscheidung gelangenden Phenols wird durch die saure Nahrung 
nach beiden Richtungen hin vermindert. 


Da es sich im industriellen Betrieb immer um chronische Intoxi- 
kationen handelt, war es von Interesse, zu ermitteln, wie sich die Aus- 
scheidung und Paarung des Phenols bei den verschiedenen Ernahrungs- 
typen verhalt, wenm das Phenol langere Zeit hindurch systematisch 
in kleinen Dosen injiziert wird. 

Zu diesem Zwecke injizierten wir zw6lf Kaninchen (je vier sauer, 
basisch und gemischt ernaéhrten) 2 Monate lang taglich 80 mg Phenol und 
bestimmten die Ausscheidung im Harn, welcher alle 5 Tage gesammelt 
wurde (Konservierung durch Zusatz von Chloroform). Zuvor wurde aus 
drei normalen Fiinftageperioden die mittlere Spontanausscheidung be- 
rechnet. 


Die durch Tabelle 1] veranschaulichten Resultate dieses Versuchs 
stimmen vollstandig tiberein mit den Ergebnissen der sporadischen 
Phenolinjektionen. Auch in diesem Falle erwies sich die saure Nahrung 
im Vergleich zur gemischten als giinstig sowohl fiir die Oxydation wie 
die Paarung des Phenols, die basische Nahrung als ungiinstig. 
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Tabelle II. Systematische Phenolinjektionen. 





Phenol im Harn 


Gebundener Ant 


Harn- Vom injizierten des nach der 
menge Phenol - — — — Phenol Injektion 
Datuin _ von injiziert Gesamt- |Gebundenes ausgeschieden ausgeschieden 
5 Tagen phenol Phenol Phenols 
ecm g g g 4 "lo £ 


Kaninchen Nr. 35. Saures Futter. 
Gewicht am Anfang des Versuchs (9. I.) 2065 ¢. 


Gewicht am Ende des Versuchs (30. III.) 1925 ¢. 


a © 340 — 0,332 0,074 
14. I. 820 os 0,337 0,095 
wm 6. 250 — 0,334 0,082 

Mittelwerte: 0,334 0,082 
24. I. || 210 fe 0,495 0,111 0,161 | 50,3 0,029 
29. I. 870 D 0,604 0,140 0,270 | 68,5 0,058 
3. Il. 270 | Se 0,540 O188 | 0,206 51,5 0,106 
S. EL 220 om 0,556 0,212 0,222 | 55,5 0,130 
18. if. 160 a 0,444 0,180 0,110 27,5 0,098 
18. II. | 200 = 6 0,453 0,183 0,119 29,7 0,101 
23. II. , 180 wee 0,436 0,132 0,104 26,0 — 0,050 
28. II. | 200 =o 0,419 0,131 0,085 21,2 0,049 
6. IT. 180 aie 0,516 O11 0,182 45,5 0,029 
10. IIL. _ mie _ -- _ — - 
15. IIL. 120 Sec 0,528 0,126 0,194 48,5 0,044 
20. ITI. 90 : 3 0,472 0,140 0138 34,5 0,058 
25. III. || 130 > 0,540 0,149 0,206 51,5 | 0,058 
30. I. 100 - 0,428 0,148 0,094 23,5 0,066 








Kaninchen Nr. 40. Basisches Futter. 
Gewicht am Anfang des Versuchs (9. 1.) 1625 ¢. 


Gewicht am Ende des Versuchs (30. IIT.) 1550 g. 


oF 630 0,202 0,020 
14. I. || 620 0,256 0,029 
19. I. 490 0,226 0,021 

Mittelwerte: 0,228 0,024 
24. I. 690 a 0.411 0,027 0,183 57,2 0,003 
29. 1. 770 ea 0,520 0,036 0.292 73,0 0,012 
3. II. 760 — 0,554 0,044 0,326 81,5 0,020 
8. IL. 810 om 0.512 0,084 0,284 71,0 0,060 
13. Il. 680 a 0,453 0,063 0,225 56,2 0,039 
18. IL. 700 2 & 0,459 0,042 0,231 57.7 0,018 
23. Il. 620 {| 0465 0,033 0,237 59,2 0,006 
28. Il. 660 ny 0,465 0,033 0,277 59,2 0,006 
5. II. | 610 Fae 0,516 0,036 0,288 72,0 0,009 
10. IIL. _ m8 — one a ue ; 
15. 111. 640 Ss 0,528 0,030 0,300 75.0 0.006 
20. III. 620 at 3 0,520 0,036 0.292 73.0 0,012 
25. IIT. 730 5 0,604 0,064 0.376 94.0 0,040 
30. III. 420 - 0,472 0,044 0,244 ~=61,0 0,020 
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Die Durchschnittsweite aus dieser Versuchsreihe waren: 





Ausscheidung des Gebundener 
injizierten Phenols Anteil des 

- Phenols in 

als Gesamt- in gebun- Prozenten der 


phenol dener Form ausgeschie- 
0), ( denen Menge 


0 


I. Saures Futter, 48 Analysen bei 


eee ee ee ; 40.8 13,9 34,1 


II. Basisches Futter, 37 Analysen bei 


4 Kaninchen 66.4 59 8.3 
III. Gemischtes Futter, 52 Analysen bei 
ee ee eee 61,0 9.4 154 


In der Absicht festzustellen, auf welche der beiden Paarungs- 
reaktionen des Phenols — die Schwefelsiure- oder die Glykuronsaure- 


paarung — der EinfluB der sauren oder basischen Ernahrungsweise 
gerichtet ist, bestimmten wir den Gehalt dieser Saéuren im Harn der 


WB fees Pheno/ 
e 
2 _ © getuntenes Arend! 
7 Abb. 2. 
Ausscheidung von systematisch 
injiziertem Phenol (Mittelwerte). 
I Saures Futter. 
Il Basisches Futter. 
II] Gemischtes Futter. 
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Kaninchen der ersten Versuchsserie, welche sporadische Phenolinjek- 
tionen erhielten. Die Bestimmung der gesamten und gebundenen 
Schwefelséure (gut tibereinstimmende Doppelbestimmungen) ergab, daB 
die spontane Ausscheidung der einen wie der anderen, ganz abgesehen 
vom Ernahrungstypus, auBerordentlich starke individuelle Schwan- 
kungen aufweist; auch bei ein und demselben Kaninchen ist die Aus- 
scheidung von Tag zu Tag sehr ungleich (vgl. Tabelle I11). Es besteht 
auch kein Parallelismus zwischen den Schwankungen der Gesamt- 
sulfate und der Atherschwefelsiuren: beim gleichen Kaninchen kann 
der gebundene Anteil der Schwefelséure unter normalen Bedingungen 
einmal nahezu auf Null sinken, das andere Mal ist fast das ganze Sulfat 
in der Form von Atherschwefelsaéuren vorhanden. Nach der Injektion 
von Phenol kommt es nicht immer zu einer Steigerung der Menge der 
Atherschwefelsauren; die Zunahme ist sehr ungleichmaBig und meistens 


gering im Vergleich zu der Mehrausscheidung an gebundenem Phenol. 
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Tabelle III. 
Sulfatausscheidung im Harn. 
Kaninchen Nr. 11. Gemischtes Futter. 





H2S0, im Harn 


Harnmenge Phenol suesenteinas A hides 

Datum von 2 Tagen injiziert als Gesamtsulfat als Atherschwef 

saure 
eem g £ _ 

14. IX. 160 0,135 0,033 
16. IX. 200 0,093 0,012 
18. IX. 115 0,030 0,006 
20. IX. 130 0,097 0,075 
24. IX. 250 0,129 0,031 
26. IX. 245 0,080 0,033 
28. IX. 255 0,060 0,028 
30. IX. 240 0,082 0,018 
= 225 0,093 0,007 
. -@ 220 0,094 0,010 
S. &. 250 0,025 0,007 
10. X. 105 0,033 0,004 
im. 3. 240 0,153 0,115 
| ee 270 0,250 0,135 0,087 
1G. X. 180 0,078 0,063 
18. X. 245 0,126 0,073 
20. X. 260 0,250 0,087 0,030 
22. X. 215 0,195 0,079 
ae 190 0,205 0,086 
- 6 220 0,250 0,121 0,040 
28. X. 220 0,198 0,076 
80. X. 225 0,202 0,028 
1. XI. 265 : 0,249 0,094 


Bei der Betrachtung der individuellen Versuchsresultate gelingt es 
nicht, einen EinfluB des einen oder des anderen Nahrungstypus auf die 
Mehrausscheidung der Atherschwefelsiuren nach der Injektion von 
Phenol festzustellen, und nur bei der statistischen Behandlung eine! 
gréBeren Anzahl von Versuchen zeigen die Mittelwerte, daB diese Mehr- 
ausscheidung bei saurem Futter gréBer ist und bei basischem Futter 
kleiner als bei gemischter Ernahrung (Tabelle 1V und Abb. 3). 


Es muB8 besonders hervorgehoben werden, daB diese Durchschnitts- 
zahlen bei der auBerordentlich starken Streuung der individuellen 
Werte keinen Anspruch auf streng quantitative Geltung erheben 
kénnen, sondern lediglich die Richtung der Beeinflussung durch den 
Ernahrungstypus kennzeichnen. Das Ergebnis dieser Versuche besagt 
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Tabelle IV. 


Mittelwerte der Ausscheidung der Atherschwefelséuren nach sporadischen 
Phenolinjektionen. 





I Il lil 

Kaninchen Nr. 1—4 Kaninchen Nr. 5—8 Kaninchen Nr. 9—12 

Saures Futter Basisches Futter Gemischtes Futter 

Ather Ather- Ather- 
Zahl schwefel- Zahl schwefel- Zahl schwefel- 

der stiure im der siure im der siure im 
Ana- Harn von Ana- Harn von Ana- Harn von 

lysen 2 Tagen lysen 2 Tagen lysen 2 Tagen 
g H250, g H,S0, g H2g80, 

A. Norm... ’ 73 0,038 69 0,082 88 0,048 


B. Nach der Injek- 
tion von 0,250 ¢ 
yy. 16 0,062 16 0,045 16 0,052 


C. Nach der Injek- 
tion von 0,500 ¢ 
WEG s a ss 6 0,120 6 0,049 8 0,065 


aoe WB 4,50, der Aetherschwefelsduren 
4120\- 
qo 
S$ 4060\- 
4060 \— 
4040 
4020 


te 








eat aee¢eargeet 
I Z vi 


Abb. 3. 
Ausscheidung der Atherschwefelsiiuren nach sporadischen 
Phenolinjektionen (Mittelwerte). 
I Saures Futter A Norm. 
II Basisches Futter B nach Injektion von 250mg Phenol. 


Ill Gemischtes FutterC  , - 500 mg a 


in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen friiherer Autoren, daB die 
Synthese der Atherschwefelsiuren bei Pflanzenfressern im Vergleich 
zur Synthese der gepaarten Glykuronsauren eine untergeordnete Rolle 
spielt. Wir kommen daher per exclusionem zu dem SchluB, daB die 
Steigerung der Bindung von Phenol bei saurer Nahrung und ihre Ver- 
ringerung bei Ernihrung mit basischem Futter beim Kaninchen haupt- 
sichlich auf Kosten der Synthese von Phenol-Glykuronsaure erfolgt. 

Unsere Bemiihungen, das Verhalten der Glykuronsdureausscheidung 
direkt zu beurteilen, blieben leider erfolglos, da wir iiber keine be- 
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friedigende Methode zur Bestimmung der Glykuronsaure verfiigen. A]\ 
alteren Methoden (z. B. das Verfahren von Tollens-Lefévre) sind un 
zulanglich, und nur das Verfahren von A. Quick, das urspriinglich fii 
die Bestimmung der Menthol- und Borneol-Glykuronsaure vorgeschlage 1, 
wurde, schien aussichtsreicher zu sein. Die Methode beruht auf Ex. 
traktion der gepaarten Glykuronséuren des angesdiuerten Harns mit 
Ather, Hydrolyse des Atherriickstandes und Bestimmung des Reduktions- 
vermoégens der freien Glykuronsdure nach Folin-Wus oder Hartmann. 
Shaffers Zuckermethode. Wir verwendeten die Methode in der Modi- 
fikation von Palladin und Persowa (|. c.), bei der die Bestimmung der 
Reduktion nach der Methode von Hagedorn-Jensen erfolgt. 

Bei der Bestimmung der Glykuronsaure im Harn unserer Kaninchen 
erhielten wir aber mit dieser Methode unerwartet hohe Werte, die 
auffallenderweise in ihren Schwankungen dem Gehalt des Harns an 
Gesamtphenol und nicht an gebundenem Phenol folgten. Die von uns 
vorgenommene eingehendere Priifung der Methode ergab denn auch, 
daB das Verfahren nicht fiir Glykuronséure spezifisch ist: es wird 
nimlich das Phenol selbst mitbestimmt, das in den Atherauszug iiber- 
geht und das Hagedorn-Jensensche Ferricyanidreagens kraftig reduziert ; 
noch starker reduzieren Brenzkatechin und Hydrochinon, die gleich- 
falls im normalen Kaninchenharn vorhanden sind und besonders nach 
der Injektion von Phenol und verwandten Substanzen in reichlicher 
Menge auftreten; auch andere im Harn vorkommende oxyaromatische 
Verbindungen kénnen stérend wirken. Wir versuchten sodann, die 
Methode in der originellen Vorschrift von A. Quick (1. c. 7) anzuwenden. 
Dabei iiberzeugten wir uns, da das Kupferreagens von Folin-Wu 
allerdings durch Phenol nicht reduziert wird, woh] aber durch Brenz- 
katechin und Hydrochinon. Auch in ihrer urspriinglichen Form ist 
die Methode von Quick zur Bestimmung der Glykuronséuren ungeeignet, 
wenn im Harn reduzierende atherlésliche Dioxyverbindungen auf- 
treten, wie dies nach der Verabreichung von Phenol, Benzol und vielen 
anderen aromatischen Substanzen der Fall ist. Alle Bemiihungen, die 
Spezifitat de> Methode zu erhéhen (z. B. durch vorherige Atherextraktion 
des alkalisierten Harns) oder ein anderes Verfahren auszubauen, schlugen 
fehl. Wir waren daher gendétigt auf die Bestimmung der Phenol- 
glykuronsaure zu verzichten, und muBten uns mit dem oben geduBerten 
indirekten SchluB tiber das Verhalten der Glykuronséuresynthese bei 
unseren Kaninchen begniigen. Infolge der Unzulanglichkeit der Methode 
erscheinen auch die Ergebnisse der Untersuchungen der Palladinschen 
Schule (l.c. 3) tiber das Verhalten der Glykuronsduresynthese bei 
verschiedenen Ernahrungszustainden nicht iiberzeugend. Speziell die 
von Makarewitsch-Galperin (9) beobachtete Verringerung der Glykuron- 
siurepaarung von injiziertem Menthol beim Hungern kénnte durch die 
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labei eintretende Abnahme der Phenolausscheidung vorgetaéuscht sein 
(die Ergebnisse dieser Arbeit stehen iibrigens in einem gewissen Wider- 
spruch zu den Befunden von Palladin, Maljar und Rosenberg (10), die 
beim Hungern eine Steigerung der Paarung von Phenol beobachteten). 
\uch die merkwiirdige, von M. Kusnetzowa (1. c. 4) beobachtete Steige- 
rung der Thymolglykuronséuresynthese bei basischer Nahrung beruht 
wohl auf dem gleichen methodischen Fehler und diirfte vielleicht be- 
dingt sein durch eine vermehrte Bildung des stark reduzierten ather- 
lslichen Thymolhydrochinons, dessen Auftreten nach dem Verab- 
reichen von Thymol bereits Blum (11) festgestellt hat. 


Benzolversuche,. 


Nach diesen Versuchen schritten wir zur Untersuchung des 
Kinflusses der sauren und basischen Nahrung auf das Schicksal des 
Benzols, das in gewerbe-toxikologischer Hinsicht ungleich wichtiger 
ist als das Phenol. Da das Benzol zu einem erheblichen ‘Teil nach voran- 
gehender Oxydation zu Phenol abgebaut wird, lag die Veranlassung vor, 
zu erwarten, daB auch hier die Entgiftungsvorginge durch die Er- 
nihrungsart in ahnlicher Weise wie bei direkter Zufuhr von Phenol 
beeinfluBt werden kénnten. Ein Teil des Benzols wird allerdings, wie 
Jaffe (12) gezeigt hat, tiber Muconsiure oxydiert; von einer Beurteilung 
des Einflusses der Ernahrungsweise auf das Schicksal dieses Anteils 
muBte selbstverstandlich abgesehen werden, da die Muconséure vom 
Organismus zum gr6Bten Teil vollstandig verbrannt wird und nur 
spurenweise zur Ausscheidung gelangt. Desgleichen verzichteten wir 
auf die Schatzung des mit der Atemluft unverandert ausgeschiedenen 
Benzols und beschrankten uns auf die Bestimmung des als freies und 
gebundenes Phenol im Harn ausgeschiedenen Anteils. 


Aus unseren Versuchsresultaten ist in der Tat ersichtlich, daB der 
Prozentsatz des im Harn als Phenol wiedergefundenen Benzols viel 
kleiner ist, als der nach der direkten Injektion von Phenol ausgeschiedene 
Anteil, wie ja zu erwarten war, da sich der Organismus noch auf 
andere Wege des Benzols entledigt (Ausatmung, Oxydation iiber 
Muconsaure). 


Wir injizierten zunachst zw6lf Kaninchen (je vier bei saurem, basischem 
und gemischtem Futter) subkutan Benzol in einmaligen Dosen zu lg 
(30°, ige Lésung in Olivenél). Aus Griinden der Raumersparnis verzichten 
wir auf die Wiedergabe der vollstaéndigen Protokolle dieser und der folgenden 
Versuche, deren Anordnung mit derjenigen der Phenolversuche vollstandig 
iibereinstimmt, und stellen in tabellarischer Form (Tabelle V) die Mengen 
des bei drei typischen Versuchstieren als freies und gebundenes Phenol 
ausgeschiedenen Benzols (nach Abzug der spontanen Phenolausscheidung) 
zusammen. 
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Tabelle V. Sporadische Benzolinjektionen. 
Vom injizierten Benzo 
Mehrausscheidung als Phenol 
Harn- von Phenol nach den ausgeschieden | 
menge Benzolinjektionen (lg Benzol 1,205 ¢ 
Datum von Injektionen Phenol) 
2 Tagen PP gg oy RG 
e Gesamt- |Gebundenes| als gebund. 
phenol Phenol insgesamt Phenol 
ecm g g 9% Ol 


le; i 
=o 5 
a. & 

3. II. 
7. F 
24. II. 

2. IIL. 
19. IIT. 


25. TIT. 


on 8 
20. I. 
a. 5 
3. II. 
17. I 
24. II. 
2. Il. 
19. III. 
25. IIT. | 
mB. ft 
20. I 
a. &. 
3. II. 
17. I 
24. II. 
2. II. 
19. III. 


Kaninchen Nr. 23. Saures Futter. 
Gewicht am Anfang des Versuchs (22. XII.) 1910 g. 
Gewicht am Ende des Versuchs (27. III.) 1580 ¢g. 


80 1 - 0,310 0,115 25,8 9.6 
100 = 18. has Benzol , 0302 0,120 25,2 10,0 
80 | 25. 1¢*r 8 ene | 0311 0,133 26,0 10,9 
65 1. IL 0,309 0,077 25,7 8.1 
Am 8. II. auf basisches Futter iibergefiihrt. 
200 | 15. I, 0,260 0,048 19,5 4.0 
245 | 22. I.'1,0¢ Benzol 0,248 0,054 20.6 4,5 
920 | 28. IL] 0.298 0.066 93.1 55 


Vom injizierten Phenol 
ausgeschieden 


240 | 17. IID.) 0,250g Phenol 9,193 0,017 77,2 6.8 
250 | 23. II1.| (zurKontrolle) 0,193 0,017 65,6 4.8 
Kaninchen Nr. 20. Basisches Futter. 
Gewicht am Anfang des Versuchs (22. XII.) 1660 g. 
Gewicht am Ende des Versuchs (27. III.) 1640 g. 


250 | 11. I. 0,228 0,048 19,0 4,0 

330 18. I. 1.0¢ Benzol 0,290 0,051 24,0 4,2 

220 | 25. 1¢°" § OP" || 0,281 0,074 23,4 6,1 

265 wp 0,238 0,059 19,8 49 
Am 8. II. auf saures Futter iibergefiihrt. 

70 15. UI.) 0,239 0,981 19,9 6,8 

145 22. IL}1,0g Benzol 0,269 0,129 22,4 10,7 


60 | 28. TI. 0,312 0,108 26,0 9,2 


Vom injizierten Phenol 
ausgeschieden 


70 15. IIL.) 0,250g¢ Phenol | 0,104 0,030 41,6 12,0 
120 | 23. 111.{ (zurKontrolle) |) 0,104 0,064 48,0 25,6 


Kaninchen Nr. 30. Gemischtes Futter. 
Gewicht am Anfang des Versuchs (22. XII.) 2030 g. 
Gewicht am Ende des Versuchs (27. III.) 2045 g. 








90 } Oe * 0,287 0,082 || 23,4 6.8 
160 18. I. 0,273 0,075 22,8 §,2 
145 25. L 0,245 0,074 20,2 6,2 
105 1. 11.61,0g Benzol 0,290 0,107 24,1 8,9 
80 15. II. 0,207 0,038 17,8 3.8 
180 28. IL. 0,298 0,987 24.4 7,2 
170 28. II. 0,281 0,095 23,4 7,8 
Vom injizierten Pheno! 

ausgeschieden 
125 15. III.| 0,250g¢ Phenol 0,191 0,012 76,4 4.8 
120 23.111.) (zurKontrolle) | 0,161 0,034 64,4 13,6 
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Die Durchschnittswerte von allen Versuchen waren (vgl. Abb. 4): 





Ausscheidung des Gebundener 
injizierten Benzols Anteil des 
a Te ie 
als Gesamt- in gebun- Prozentender 
phenol dener Form aqusgeschie- 
Of> 05 denen Menge 
|. Saures Futter, 28 Benzolinjektionen 
bert D Mame Sk eS 24,8 9.4 37,9 
II. Basisches Futter, 28 Benzolinjektionen 
bei B Matmeobem .. wn 6 te 28,1 5,0 17,8 
lll. Gemischtes Futter, 21 Bezolinjek- 
tionen bei 4 Kaninchen . i. S 24.8 7,5 30,2 
% WB fees Pheno/ Abb. 4. 
40 
pe Ogetunaenes Phero/ Phenol-Ausscheidung nach sporadischen 


Benzolinjektionen (Mittelwerte). 
0 I Saures Futter. 
II Basisches Futter. 
0 III Gemischtes Futter. 
7 Zz 

In diesen Versuchen kam also der Einflu& der Nahrung, wie aus 
den Tabellen ersichtlich, nur darin zum Ausdruck, daB die Paarung 
des Phenols ebenso wie nach der direkten Injektion von Phenol bei 
saurer Nahrung die gréBten, bei basischer Nahrung die geringsten und 
bei gemischter Nahrung mittlere Werte ergab. Was die gesamte Phenol- 
ausscheidung betrifft, d.h. den Prozentsatz des als Phenol im Harn 
ausgeschiedenen Benzols, so ist kein Unterschied zwischen den ver- 
schiedenen Ernahrungstypen zu bemerken — die Mehrausscheidung von 
Phenol nach der Benzolinjektion war bei allen drei Gruppen ungefahr 
die gleiche. Um eine zufallige Tauschung durch individuelle Verschieden- 
heiten der Versuchstiere auszuschlieBen, tauschten wir nach dem Vor- 
gehen von Palladin und Ferdmann das Futter der ,,sauren’ und 
.basischen*’ Gruppe aus, indem wir die ,,sauren’ Kaninchen auf 
basisches Futter tiberfiihrten und umgekehrt. Das Ergebnis blieb 
dasselbe: die Phenolpaarung anderte sich in entsprechender Weise, 
die Gesamtausscheidung blieb jedoch unverandert. Kontrollinjektionen 
von 250 mg Phenol ergaben auch bei diesen Kaninchen den typischen 
Effekt: sparliche Gesamtausscheidung und bedeutende Paarung bei 
saurer Nahrung, reichliche Ausscheidung und geringere Paarung bei 
basischer Nahrung. Die Ursache des verschiedenen Verhaltens von 
Phenol und Benzol ist wohl diejenige, daB in letzterem, komplizierterem 
Falle auBer der Intensitaét der Oxydation und Paarung des im Organismus 
aus Benzol gebildeten Phenols auch die Geschwindigkeit der Oxydation 
des Benzols zu Phenol durch den Charakter der Nahrung beeinfluBt 


22 * 
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Tabelle VI. 


Systematische Benzolinjektionen. 





Datum 


;. 
6. 
11. 
16. 


21 


26. 


6. 


21. 


26. 


11. 
16. 
21. 
26. 


1 


6. V. 


af 
IV. 
IV. 
BY. 
ef 


mf 
oe 


| aN 
IV. 


aN, 
7 if 
IV. 
IV. 
IV. 


Vv 


Harn- 
menge 
yon 


agen 


ecm 


180 
120 
220 
150 
220) 


550 
500 
450 


220 
210 
320 
240 
320 
970 
860 
190 


Vom injizierten Benz 


Mehrausscheidung als 
von Phenol nach den ausgeschieden 
Benzolinjektionen (lg Benzol 


Injektionen 


Gesamt- Gebundenes 
phenol Phenol 


rtd ‘ 


Kaninchen Nr. 47. Saures Futter. 
Gewicht vor dem Versuch (17. III.) 1790 g. 


Gewicht nach dem Versuch (6. V.) 1640 g. 


0,389 0,125 21,6 

Vom 27. TID. an | 0,257 0,149 
taglich 0,3 g Benzol 0,281 0,147 15,6 

| 15g in 5 Tagen | 0,213 0,111 Re 
0,273 0,065 15,2 


Vom 21. 1V. an basisches Futter. 


7 0G 26,3 
| Taglich 03g Benzol | oo pp 979 
[= 1,5g in 5 Tagen)! 9/345 0,008 19.3 


Kaninchen Nr. 51. Basisches Futter. 
Gewicht vor dem Versuch (17. ILI.) 1865 g. 


Gewicht nach dem Versuch (6. V.) 1800 ¢. 





0,558 0.052 30.8 

Vom 27. III. an 0,582 0,034 32.3 
taglich 0,3 g Benzol 0,378 0,018 21.0 
1,5 g in 5 Tagen 0,384 0,046 21,4 
0,390 0.010 21,7 


Vom 21. 1V. an saures Futter. 


a hee : 318 0.986 :. 
| laglich 0,38g Benzol f 0) +m 0'220 ca : 
f= 15g im > Tagen) 9305 | 0,193 16.8 


Kaninchen Nr. 56. Gemischtes Futter. 
Gewicht vor dem Versuch (17. III.) 2140 g. 
Gewicht nach dem Versuch (6. V.) 2430 g. 





0,432 0,110 24,9 

0,560 0,164 31,1 

: es 28 0,056 23,7 
Vom 27. III. an ae came os 
taglich 0,3g Benzol 0'390 0.056 216 
= 1,5¢g in 5 Tagen 0.484 0140 26.9 
0,290 0,084 16,2 

0,426 0,100 23,7 
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verden kénnte. Es hat den Anschein, als ob in diesen Versuchen die 
aure Nahrung neben der Intensifizierung der Oxydation von Phenol 
uuch dessen Entstehung aus Benzol beschleunigte, die basische Nahrung 
lagegen beide Vorgange hemmte. Dadurch kénnte der Wirkungs- 
effekt der Nahrung auf die Gesamtausscheidung des Phenols, obwohl 
vorhanden, jedoch maskiert sein. 

In weiteren Versuchen an neun Kaninchen, denen wir langere 
Zeit systematisch Benzol in kleineren Dosen injizierten (je 0,3 g taglich), 
trat der EinfluB8 des Ernahrungstypus in ausgesprochener Weise zutage, 
nicht nur in bezug auf die Bindung, sondern auch auf die Gesamtmenge 
des ausgeschiedenen Phenols, in vélliger Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen der Phenolversuche. Auch der Austausch der Nahrungen 
hestatigte diesen Befund (Tabelle V1). 

Als Durchschnittswerte erhielten wir in dieser Versuchsreihe 
(vgl. Abb. 5): 





Ausscheidung des Gebundener 

injizierten Benzols Anteil des 

Phenols in 

ae Prozenten der 
als Gesamt- in gebun- 


phenol dener Form — 
0/, Gesamtmenge 
I. Saures Futter, 23 Analysen bei 
- meee fw kw kk es i 15.0 6.0 40.0 
II. Basisches Futter, 24 Analysen bei 
EE ret pe Oe ERLE ee 23,1 20 87 
Ill. Gemischtes Futter, 13 Analysen bei 
3 Kaninchen Me eat 18,5 46 249 
oe,  Wfees Phend/ ABb. 5. 
Hr © yetundenes Preno! Phenol-Ausscheidung nach systematischen 
zo Benzolinjektionen (Mittelwerte). 
L I Saures Futter. 
wr II Basisches Futter. 
. ITXZQ II] Gemischtes Futter. 


Wir kommen auf diese Weise zu dem SchluB, daB die sawre Nahrung 
auch bei der sporadischen oder systematischen Injektion von Benzol den 
Abbau des Benzols iiber Phenol und die Paarung des letzteren begiinstigt, 
die basische Nahrung die ndmlichen Vorgdnge dagegen auf ungiinstige 
Weise beeinfluBt. Ob und inwieweit daneben eine etwaige Einwirkung 
der Nahrung auf den Abbau des Benzols tiber Muconsaure statthat, 
entzieht sich aus den eingangs erwahnten Griinden der experimentellen 


Beurteilung. 











Uber den Einflu® der sogen. .sauren* und .basischen* 
Nahrung auf das Schicksal aromatischer Substanzen 
im Organismus. 


Il. Mitteilung: 
Oxydation von Toluol. 


Von 
I. S. Epstein und A. E. Braunstein. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie des Zentr. Staatlichen 
Forschungs-Instituts fir Gewerbekrankheiten, Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Gegensatz zu dem Einflu®B der ,,sauren und ,,basischen” 
Nahrung auf synthetische Entgiftungsvorginge, dessen Nachweis in 
der direkten Bestimmung der entstehenden Paarungsprodukte (Brom- 
mercaptursiure, gebundenes Phenol, gepaarte Glykuronsauren) begriindet 
ist, ist die Beeinflussung oxydativer Prozesse, die bisher nur in einem 
Falle (beim Phenol!) untersucht worden ist, nur durch indirekte Be- 
funde erwiesen — namlich dadurch, daB ein Teil des injizierten Phenols 
nicht wieder zur Ausscheidung gelangt und dieser — vermutlich im 
Organismus oxydierte — Anteil bei den verschiedenen Ernaihrungs- 
typen verschieden groB ist. .Das Verschwinden von einem Teil des 
Phenols ist aber kein zwingender Beweis fiir die Annahme, dab dieser 
Anteil durch Oxydation abgebaut und nicht auf andere Weise im 
Organismus umgewandelt worden ist. Auf Grund von theoretischen Be- 
trachtungen haben wir in der vorhergehenden Mitteilung auch eine Be- 
einflussung der Oxydation von Benzol zu Phenol postuliert. Es schien 
uns daher wiinschenswert, den Einflu8 der sauren und basischen Nahrung 
an irgendeiner Substanz der aromatischen Reihe zu untersuchen, nac}) 
deren Verabreichung greifbare, leicht zu bestimmende Oxydations- 


1 Palladin und Mitarbeiter (l.c. 2); Braunstein, Parschin u. Chali- 
sowa (diese Zeitschr., vorstehende Mitteilung). 
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produkte im Harn ausgeschieden werden. Als eine solche Substanz 
wahlten wir zunachst das Toluol (Methylbenzol), das im Organismus 
durch Oxydation der Methylgruppe zu einer Carboxylgruppe in Benzoe- 
siure umgewandelt wird. Die Benzoeséiure wird im Organismus nicht 
weiter oxydiert (direkt zugefiihrte Benzoesiure wird nahezu quantitativ 
im Harn wiedergefunden und gelangt teils unverandert, teils an Glykokoll 
und an Glykuronsaéure gepaart als Hippurséure und Glykuronsdure- 
Benzoesaéureester zur Ausscheidung). Injiziertes oder per os zugefiihrtes 
Toluol erscheint allerdings nicht vollstandig als Benzoesiure im Harn 
(nach unseren Versuchen werden nach Injektion von 0,5 oder 1,0 ¢ 
Toluol vom Kaninchen durchschnittlich etwa 60°, als Benzoesiure 
ausgeschieden), aber iiber das Schicksal des restlichen Anteils ist nichts 
bekannt; ein Teil des Toluols wird anscheinend ahnlich dem Benzol 
unverandert mit der Atemluft ausgeschieden. Eine Umwandlung des 
Toluols zu Kresol durch Oxydation am Benzolkern findet nicht statt ; 
wir haben uns durch spezielle Versuche iiberzeugt, da es auch bei 
saurer oder basischer Nahrung zu keiner Kresolbildung kommt (keine 
Zunahme von Substanzen, die das Phenolreagens von Folin-Denis 
reduzieren). Die einfache Art der Umwandlung des Toluols und die 
Stabilitat des bequem zu bestimmenden Endprodukts der Oxydation 
lieBen das Toluol als besonders geeignet fiir unsere Zwecke erscheinen. 
Wir hofften, nach der Injektion von Toluol wenn nicht eine Anderung 
der Gesamtmenge der ausgeschiedenen Benzoesiure, so doch eine 
Beeinflussung der Geschwindigkeit der Oxydation (bzw. Ausscheidung) 
durch die verschiedenen Ernahrungstypen nachweisen zu kénnen. Wir 
beschrankten uns auf die Bestimmung der Gesamtbenzoeséure, ohne 
auf die Paarungsverhaltnisse einzugehen, um so mehr als durch die 
Arbeiten von Griffiths (16) und Abderhalden und Wertheimer (1. c.) nach- 
gewiesen ist, daB die Paarung von Benzoesiure zu Hippursiure (ent- 
gegen der friiheren Annahme von Abderhalden und Wertheimer) durch 
den sauren oder basischen Charakter der Nahrung nicht beeinfluBt wird. 
Wir injizierten sauer und basisch ernéhrten Kaninchen (je drei Versuchs- 
tiere in jeder Gruppe; die Zusammensetzung der Futterrationen war die‘ 
selbe wie in den Versuchen der ersten Mitteilung) Toluol in Dosen von 
10g (40°. ige Lésung in Olivenél subkutan) und bestimmten alle 2 Tage 
die gesamte im Harn ausgeschiedene Benzoeséure, bis die Ausscheidung 
wieder auf die vor der Toluolinjektion ermittelten Normalwerte zuriick- 
gegangen war. Darauf folgte die nachste Injektion, usw. Die Bestimmungen 
wurden nach der Methode von Kingsbury und Swanson (19) ausgefiihrt, 
von deren ausgezeichneter Brauchbarkeit wir uns zuvor durch eine Reihe von 
Parallelbestimmungen und Zusatzversuchen iiberzeugt hatten. 


In den Tabellen I und II sind die Versuchsprotokolle von je einem 
typischen Kaninchen der ,,basischen‘’ und der ,,sauren“’ Gruppe ent- 


halten. 
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Tabelle I. 


Kaninchen Nr. 3. Basisches Futter. 


Gewicht vor dem Versuch (24. 1X.) 2455 g, nach dem Versuch (17. X IL.) 22002 





Harnmenge 


Datum von 2 Tagen 


cem 
wm x: 30) 
a 315 
mM. i. 330 
aa 9 389 
aa — 
2: X. 310 
/ es 325 
_— &. 385 
26. xX. 395 
nt. & — 
=. X. 520 
a: & 350 
a oF 330 
Q: Ba 255 
S.. wl. _ 
16. Zi. 310 
i oe 305 
14. XI. 275 
fe 3. — 
ai. XI. 200 
28. XI. 280 
25. XI. 305 
ee 220 
| ae io oa 
‘xu 180 
8. XT. 275 
5. 3. 235 
4. abn 255 
9. XIL. 235 
it. Be. Of) CSO 
13. XII. 260 
15. XT. 275 


Toluol 
injiziert 


1,0 


1,0 


Anteil 
des als Benzur 


Benzoesiure- Saure aus 


iibersehub geschieder el 
nach der foluols (lg 


Injektion Toluol 1,326 ¢ 


Benzoesiure 
im Harn 


Benzoesidure 


£ 
0.119 : 
0.075 | Mittel- 
0,052 
0,116 
0,597 0,506 38.1 
0,307 0,216 16.5 
0,125 0.034 2.6 
0,073 0.756 57.2 
0,487 0,396 29.8 
0,261 0,170 12,8 
0,176 0,085 6.4 
0,104 0.651 49.0 
0,788 0,697 92,6 
0,133 0,042 3.2 
0,057 0.739 558 
0,200 0.809 61,0 
0,189 0,098 7.4 
0.074 0,907 684 
0,064 
0.735 0,644 48.5 
0.120 0,029 292 
0,089 0673 50.7 
0,076 - ‘ 
0,686 0,595 44.8 
0,117 0,026 2.0 
0.103 0,012 0.9 
0.060 0,633 477 





Aus den Resultaten der drei ersten Toluolinjektionen von allen 
Kaninchen dieser Versuchsreihe ergeben sich folgende Durchschnitts- 
werte’ (vgl. die erste Tabelle und Abb. 1 auf S. 332). 


' Nach vier bis fiinf Injektionen tritt bei manchen Kaninchen eine 
merkwiirdige Erscheinung auf: die Benzoesiéureausscheidung bleibt fiir 
viele Tage erhéht und die gesamte Extraausscheidung nach der Toluol- 
injektion (nach Abzug der vor der Injektion ermittelten Spontanausscheidung) 








n 
ew 
) 
11. 
15. 
1%. 
12. 
21. 
23. 
25. 
6. 
28. 
30 
3 
3. 
3 
Ae 
is 
iw 3 
isa 
17. } 
20. } 
2 
24. 3 
26. 3 
a. 3 
39, \ 
2. X 
4.X 
6. NX 
S.X 
10. X 
12.3 
14. X 
16. X 
18. X! 
Ze. A 
ubert 
Je ktir 
aUSsc 
zu b 
allmé 
der e 








'g 


llen 
itts- 


eine 


fiir 
luol- 
ung) 








nfluB d. Nahrung a. d. Schicksal aromat. Subst. im Organismus. Tl. 


ewicht vor dem Versuch (24. LX.) 2565 g; nach dem Versuch (17. X11.) 2015g. 


Tabelle Il. 


Kaninchen Nr. 


6. Saures Futter. 





yatum 


» ST. 
2 XH. 
4. XII. 
6. XII. 


8. XII. 


10. XII. 
12. XU. 
i4. XII. 
16. XT. 


18. NII. 
22. XII. 


Harnmenge 
von 2 Tagen 


ecm 


50 


1509 


30 


Toluol 
injiziert 


1.0 


1.0 


1,0 


1,0 


Am 29. XII. starb das Kaninchen. 


Benzoesiure im 
Harn 


0,153) 
0,111 | — 
0.095 Vert- 


0100} 0-115 


0,634 
0,406 
0,176 
0, 175 
0,490 
0,342 
0,191 
0,174 


0,121 


0,715 
0,319 
0,214 
0,136 
0131 


0,729 
0,456 
0,193 
0,193 
0,152 
0,184 
0.199 
0.739 
0,350 
0,193 
0,142 
0,119 


Benzoeséure- 
iiberschuls 
nach der In- 
jektion 


0.519 
0,291 
0,061 


O71 


0.375 
0,227 
0.076 
0.059 


0,737 


0,600 
0,204 
0.099 
0.021 
0.016 


0,940 


0,614 
0.341 
0,078 
0,078 
0,037 
0.069 
0,984 
1,301 (2) 
0,624 
0,235 
0.078 
0.027 


0.4 


Anteil des als 
Benzoesiure 
ausgeschie- 

denen Toluols An- 
(1g Toluol = 

1,326 g Benzoe- 
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iibertrifft mitunter 100°, der theoretischen Menge (vgl. Tabelle Ll, In- 
jektion vom 22. November). 
ausscheidung ist allem Anschein nach als ein Symptom von Toluolvergiftung 
mu betrachten (nach Aussetzen der Injektionen kehrt die Ausscheidung 
allmahlich wieder zur Norm zuriick), und es kénnen daher nur die Resultate 
der ersten drei Injektionen verwertet werden. 


Diese Steigerung der spontanen Benzoeséure 











332 1. S. Epstein u. A. E. Braunstein: 





Vom injizierten Tolu 


Tage nach der als Benzoes&ure 
Toluolinjektion ausgeschieden 
| 
: , 1, — 2. 8 
I. Basisches Futter (9 Toluolinjek- | ] 44,8 
; a a 8 ’ 3.— 4. 13.3 
tionen bei 3 Kaninchen) | . 
d.— 6. 1,4 
Insgesamt : 1. 6. 59.5 
| Rs a 36.0 
‘ fan ‘ $.- . 20.5 
II. Saures Futter (9 Toluolinjek- 5 4 — 
tionen bei 3 Kaninchen) ab 5,9 
| (.— 8. 1.8 
9,.—10, 1.0 
Insgesamt : 1.—10. 67,8 
00 
90 * 
CAs Abb. 1 


Ausscheidung von injiziertem Toluol als 
Benzoesiure (Mittelwerte). 
I. Basisches Futter. 
II. Saures Futter. 
& Im 2-Tage-Harn als Benzoesdure aus- 
geschiedenes Toluol. 
@ Insgesamt als Benzoesiiure ausge- 
schiedenes Toluol. 
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Tag nach der Lyektion 


In einer zweiten Versuchsreihe an sechs anderen Kaninchen, die 
Injektionen von 0,5 und 1,0 g Toluol erhielten, wurden folgende Durch 
schnittszahlen fiir den gesamten als Benzoeséiure zur \usscheidung 
gelangten Anteil des Toluols erhalten: 





Vom injizierten Toluol als Benzoeséure 
ausgeschieden 


_ B 


Nach der Injektion Nach der Injektior 
von 0.5 g Toluol von 1,0 g Toluol 
Ff Oo}, 


I. Basisches Futter (3 Kaninchen: 
9 Injektionen zu 0,5g Toluol, F 
9 Injektionen zu 1,0g Toluol) 56.2 70.2 


II. Saures Futter (3 Kaninchen: 
9 Injektionen zu 0,5¢ Toluol, 
9 Injektionen zu 1,0g Toluol) 53,2 63.1 
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Die Gesamtmenge des zu Benzoesiure oxydierten Toluols ist somit 
ei beiden Gruppen ungefahr die gleiche. Das kleine Ubergewicht der 
sauren’ Gruppe in der ersten Serie und der ,,basischen’’ Gruppe in 

der zweiten ist bei der verhaltnismabig geringen Zahl der Versuche 
ind den ziemlich stark schwankenden Einzelresultaten als zufallig 
zu betrachten. Die zur vélligen Ausscheidung der aus dem Toluol 
im Organismus entstehenden Benzoesaure erforderliche Zeit ist dagegen 
bei der ,,sauren’ und der ,,basischen** Gruppe verschieden. Wahrend 
die basisch ernahrten Kaninchen in der Regel nach 4 Tagen zur Norm 
vuriickkehren und die Ausscheidung iiberschiissiger Benzoesdure bei 
ihnen nur ausnahmsweise bis auf den sechsten Tag nach der Toluol- 
injektion fortdauert, scheiden alle sauer ernéhrten Kaninchen noch 
nach 6, mitunter nach 8 oder 10 Tagen iiberschiissige Benzoesaure aus. 

In der Form von Natriumbenzoat subkutan injizierte Benzoesiure 
wird sowohl bei saurer wie bei basischer Nahrung binnen 24, héchstens 
{8 Stunden vollstandig ausgeschieden (eigene Versuche). Die ver- 
zogerte Ausscheidung der Benzoesdure nach der Injektion von Toluol 
bei den sauer ernahrten Versuchstieren kann folglich nicht auf einer 
Retention der im Organismus gebildeten Benzoesiure (etwa_ infolge 
der geringeren Diurese) beruhen. Es handelt sich allem Anschein 
nach um eine Verzdgerung der Toluoloxydation bei der sauren Nahrung 
(im Vergleich zur basischen), vielleicht auch um eine verlangsamte 
Resorption der subkutan injizierten dligen Toluollésung. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist also dasjenige, da die im 
Organismus stattfindende Oxydation von Toluol zu Benzoesdure in quanti- 
tativer Hinsicht durch den sauren oder basischen Charakter der Nahrung 
nicht nennenswert beeinfluBt wird. Die Geschwindigkeit dieser Oxydation 
wird durch saure Nahrung im Verhdltnis zur basischen nicht gesteigert, 
sondern allem Anschein nach eher vermindert'. 

! Unsere Arbeit war bereits druckfertig, als uns eine Untersuchung 
von Zuwerkalow (Laboratorium von Palladin) bekannt wurde iiber den 
Einflu8 der sauren und alkalischen Nahrung auf die Oxydation von Benz- 
aldehyd zu Benzoeséure (17). Auch in dieser Arbeit konnte kein wesentlicher 
Einflu8 der Ernahrungsart auf den betreffenden OxydationsprozeB (und 
auch auf die begleitende Hippurséuresynthese) festgestellt werden. 








Uber den Einflu6b der sogen. .sauren* und .basischen* 
Nahrung auf das Schicksal aromatischer Substanzen 
im Organismus. 


Ill. Mitteilung: 


Siurebasenhaushalt, vegetatives Nervensystem und die Oxydation und 
Paarung von Phenol. 


Von 


A. E. Braunstein und A. N. Parsehin. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie des Zentr. Staatlichen 
Forschungs-Instituts fiir Gewerbekrankheiten, Moskau. ) 


(Eingegangen am 21. Mdrz 1931.) 


Die Befunde der Laboratorien von Abderhalden und Palladin und 
unsere in der ersten Mitteilung geschilderten Versuche iiber die Be- 
einflussung der Entgiftung von Phenol und Benzol durch den sauren 
oder basischen Charakter der Nahrung lieBen es wiinschenswert er- 
scheinen, den intimen Mechanismus dieser Beeinflussung naher zu er- 
forschen. Die Ergriindung der unmittelbar an der Erscheinung be- 
teiligten Faktoren konnte, abgesehen von dem theoretisch-physiolo- 
gischen Interesse, den Weg zu einer direkteren und praktisch bequemen 
Kinwirkung auf die Entgiftungsprozesse weisen fiir die Prophylaxe 
und Therapie gewerblicher Phenol- und Benzolvergiftungen. 


Alkalose- und Azidoseversuche. 


Naheliegend war die Vermutung, daB die Intensitat der oxydativen 
und synthetischen Vorgange im Organismus mit der Lage des Saure 
basengleichgewichts in Zusammenhang stehe und da ihre Beeinflussung 
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iurch die saure und basische Nahrung unmittelbar durch die Anderungen 
ler Alkalireserven der Koérperfliissigkeiten bei diesen Ernahrungst ypen 
hewirkt sei. Die von Abderhalden und Wertheimer beschriebene und 
ich von Palladin beobachtete Verschiebung der Alkalireserven des 
Blutes nach der sauren bzw. alkalischen Seite fanden auch wir regel- 
miBig in unseren Versuchen vor. An Stelle der fiir das Kaninchen 
normalen Werte, 35 bis 45cem CO, (nach dem volumetrischen Ver- 
fahren von van Slyke bestimmt), fanden wir bei saurer Nahrung 
\lkalireserven von 25 bis 35, bei basischer Nahrung erhéhte Werte 
von 45 bis 60. Die Verschiebung nach der alkalischen Seite ist aber 
nicht so regelmaBig und bestaindig wie die azidotische Anderung bei 
saurer Nahrung und wird anscheinend mit gréBerem Erfolg durch die 
\usscheidung von stark alkalischem, carbonatreichem Harn aus- 
geglichen. Der Harn der sauer ernaihrten Kaninchen reagiert deut- 
lich sauer. 

Um die Frage nach dem Zusammenhang zwischen Saurebasen- 
gleichgewicht und Entgiftungsvorgangen zu klaren, stellten wir uns 
die Aufgabe, beim Kaninchen auf anderem Wege als durch die Er- 
nihrungsweise azidotische bzw. alkalotische Zustande hervorzurufen. 
Wir versuchten zunadchst, durch die Zufuhr saurer und basischer Salze 
Verschiebungen der Alkalireserven zu bewirken, und verfolgten dabei 
das Schicksal von subkutan injiziertem Phenol. In unseren ersten 
Versuchen verwendeten wir primadres und = sekundaires Natrium- 


phosphat. 


Bei acht Kaninchen wurde wiederholt bei gemischter Nahrung die 
Ausscheidung des freien und gebundenen Phenols nach der Injektion von 
200 mg Phenol untersucht. Sodann wurde mit der taglichen Zufuhr der 
Phosphate begonnen und auf deren Hintergrund noch mehrere Male die 
Ausscheidung von injiziertem Phenol verfolgt. Vier Kaninchen bekamen 
tiglich zweimal 10 cem '/,; mol. Lésung von NaH,PO, per os, die tibrigen 
vier Kaninchen die gleiche Menge '/;mol. Na,HPO, (gréBere Mengen 
Phosphat per os oder subkutan wurden nicht vertragen: nach einmaliger 
Injektion von 10 cem einer molaren Lésung von primérem oder sekundérem 
Phosphat ging ein Teil der Kaninchen zugrunde). 


Der Prozentsatz des ausgeschiedenen und des gebundenen Phenols 
blieb auch nach 18 Tagen derartiger Behandlung ungeandert, obwoh] 
die groBen zugefiihrten Phosphatmengen fiir das Siéurebasengleich- 
gewicht sicherlich nicht belanglos waren. 


Wir griffen sodann zu drastischeren Mitteln. 


Bei vier Kaninchen, die gemischte Nahrung erhielten, wurde wie in 
den vorangehenden Versuchen die Ausscheidung von injiziertem Phenol 
wiederholt untersucht, erst unter normalen Bedingungen, dann bei taglicher 
peroraler Gabe von 20 ccm 10°,iger Natriumbicarbonatlésung (auf zwei 
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Dosen verteilt). Die Steigerung der Alkalireserven bei diesen Kaninchen 
war mitunter sehr betrachtlich (bis 65 cem CO,); gréBere Dosen Bicarbonat 
wurden nicht vertragen. Tabelle I enthalt die Resultate eines solche 
Versuchs. 


Tabelle J. 
Ausscheidung des injizierten Phenols (Dosis 200 mg) bei peroraler Dar- 
reichung von Bicarbonat. 
Kaninchen Nr. 23. Gemischtes Futter. Gewicht vor dem Versuch 


24. Januar) 1830 g; nach dem Versuch (6. Mai) 1790 g. 





Vom injizierten Phenol ausgeschieden 





Datum als Gesamt-Phenol in gebundener Form Anmerkungen 
: 0 ¥ 0 

13. I. 58,0 20.5 Norm 

17. Wi. 77,0 14,5 ‘ 

23. II. 66,0 10,0 ‘ 
3. II. 45,0 13,0 ‘ 

23. LI. 58,0 6,5 o 

29. IIT. 65.0 0 Vom 24. III. an zweimal 10,0 cem 
) , ) 10°%/,ige NaHCO; - Lisung 
os IV. 62,0 4,0 tiglich . 

aD og 71,0 0 

58. IY. 86.0 4.0 

24. IV. 60,0 0 
S. %, 66.0 7.5 Am 30. IV. Bicarbonat abgestellt 
mB 55.5 3.0 


Die Durchschnittswerte dieser Versuchsreihe waren: 





Ausscheidung des injizierten Gebundener An 


Phenols in °/, teil des Phenols 
~ : - . in %, der aus- 
als Gesamt- in gebundener geschiedenen 

Phenol Form Menge 

A. Gemischte Nahrung (Norm), (15In- 
jektionen bei 4 Kaninchen). . . 64.5 10,8 16,7 

B. Desgleichen + NaHCOg (18 In- 
jektionen b. denselben Kaninchen) 648 3,1 48 


Aus diesen Durchschnittswerten ergibt sich, dab die Fahigkeit des 
Organismus zur Paarung des Phenols bei der Bicarbonatalkalose an- 
scheinend ahnlich wie durch die basische Nahrung beeintrachtigt wird: 
die Gesamtausscheidung des Phenols (bzw. dessen Oxydation) wird 
aber durch die Verabreichung von Bicarbonat nicht beeinfluBt. 


In einer anderen Versuchsreihe erhielten drei Kaninchen subkutane 
Bicarbonatinjektionen bei basischer Nahrung. Das Verhalten der 
Phenolausscheidung nach Injektion von 200 mg Phenol ist aus folgenden 
Durchschnittswerten zu ersehen: 
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Ausscheidung des injizierten | Gebundener An- 


Phenols in °), teil des Phenols 
Futter _ —_ . . in °/9 der aus- 
als Gesamt- in gebundener geschiedenen 
Phenol Form Menge 
Basisches Futter (17 Injektionen) 55.0 8.5 15.5 
i. Desgleichen + 10cem 10°(iges 
NaHCOs taglich (17 Injektionen) 57,8 11,6 19.9 
(, Desgleichen + 20cem 10% iges 
NaHCOsg taglich (12 Injektionen) a7 4 15,8 27.5 
}). Desgleichen, nach Aussetzen des 
NaHCOg, (6 Injektionen) .. . 61.0 219 35,$ 


Die ungiinstigen Paarungsverhaltnisse bei der basischen Nahrung 
wurden also durch die Bicarbonatgaben nicht weiter verschlechtert, 
sondern merkwiirdigerweise vielmehr allmahlich etwas gebessert, was 
besonders nach Aussetzen der Bicarbonatinjektionen zutage trat. Die 
Gesamtmenge des ausgeschiedenen Phenols wurde auch in dieser Ver- 
suchsreihe durch das Bicarbonat nicht beeinfluBt. 

Das Gegenstiick zu den Bicarbonatversuchen bilden Versuche, in 
denen die Kaninchen Ammoniumchlorid per os erhielten. Bei enteraler 
Verabreichung von Ammoniumsalzen wird bekanntlich das Ammoniak 
in der Leber in den neutralen Harnstoff umgewandelt ; der Organismus 
verbraucht einen Teil seiner Alkalireserven zur Neutralisation der 
Siurekomponente des zugefiihrten Salzes, und es bildet sich ein azido- 
tischer Zustand aus. Nach peroralen Gaben von 5cem_ 10° iger 
NH,Cl-Lésung taglich beobachteten wir bei unseren Kaninchen starke 


Tabelle Il. 
Ausscheidung des injizierten Phenols (Dosis 200 mg) bei peroraler Dar- 
reichung von Ammoniumchlorid. 
Kaninchen Nr. 17. Gemischtes Futter. Gewicht vor dem Versuch 
(24. Januar) 1860 g; nach dem Versuch (6. Mai) 2090 g. 





Vom injizierten Phenol aus- 


geschieden 
als Gesamt-_ | in gebundene Anmerkungen 
Phenol Form 
0), 5 
87.0 21.0 Norm 
76.0 13.5 
77.9 13,0 
78.5 12,0 
55.0 0 5 cem 109), ige NH,Cl-Lisung 
71 0 & 5 tiglich 
70,0 14,5 
46,0 24.0 
38.0 20.0 


47.5 0 Ammoniumehlorid abgestellt 
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Abnahme der Alkalireserven des Blutes bis auf 15 bis 25cem Cv) 
Bei gréBeren Gaben von Ammoniumchlorid, die meistens rasch zu 
Tode der Versuchstiere fihrten, kam es mitunter pramortal zu nahe 

vollstandigem Schwund der Alkalireserven. 


Die Untersuchung der Phenolausscheidung bei drei mit Ammonium. 
chlorid behandelten gemischt ernahrten Kaninchen gab keine eindeutigy 
Ergebnisse: bei dem einen Kaninchen (Tabelle I1) schien die Bindung 
des injizierten Phenols im Vergleich zur Normalperiode allméabli 
etwas zuzunehmen, beim zweiten verringerte sie sich, das dritt 
Kaninchen wies unregelmaBige Schwankungen auf. Der Prozentsat 
des insgesamt zur Ausscheidung gelangenden Phenols schwankte bei 
allen drei Kaninchen unregelmabig. Bei der Berechnung der Durc! 
schnittswerte glichen sich alle Schwankungen aus: 





Ausscheidung des injizierten Pher 
in 


als Gesamt-Phenol in gebundener I 


A. Gemischtes Futter (11 Injektionen) . . 73.0 114 
B. Desgleichen + 5cem 10%iges NH,Cl 
taglich (13 Injektionen) . te ee 


65.5 10.1 

Aus diesen Resultaten ist ersichtlich, daB die Salmiakazidose auf 
die Oxydation und die Paarung von Phenol keinen eindeutigen, mit 
der Wirkung der sauren Nahrung vergleichbaren EinfluB ausiibt. 


Fassen wir unsere Versuche mit der Verabreichung physiologisc! 
saurer und basischer Salze zusammen, so kommen wir zu dem Schluls 
daB die durch Salze hervorqerujenen azidotischen und alkalotischen Ver 
schiebungen des Sdurebasengleichgewichts keinen deutlichen giinstigen od: 
ungiinstigen Einflug auf die Oxydation und Paarung von Phenol in 
Organisinus besitzen. 


Versuche mit sympathiko- und parasympathikotropen Giften. 


Wir stellten demnachst eine Reihe von Versuchen an, die den 
Zweck hatten, einen etwaigen Zusammenhang zwischen dem Tonus des 
sympathischen und parasympathischen Nervensystems und der Ent- 
giftung von Phenol aufzudecken. 


Es besteht bekanntlich ein ziemlich weitgehender Parallelismus ode: 
Synergismus zwischen den Zusténden der Azidose und Sympathikoton» 
einerseits, der Alkalose und Vagotonie andererseits. Die verschiedensten 
primar entstandenen sympathikotonischen Zustaénde gehen mit Hera! 
setzung der Alkalireserven einher (so z. B. sympathikotonische Erscheinunge! 
und Azidose nach Adrenalin- oder Ca-Injektionen, oder beim Fieber); de- 
gleichen ist bei vagotonischen Zusténden die Alkalireserve gesteigert (vag 
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sche Erscheinungen und Alkalose bei Tetanie, im Schlaf, in Narkose usw.). 
ngekehrt wird durch experimentell erzeugte Azidose eine Tonisierung des 
mpathicus, durch experimentelle Alkalose eine Steigerung des Vagus- 
nus bewirkt (sympathikotonische Erscheinungen infolge von Saure- 
rgiftung, Steigerung des Vagustonus durch die Alkalose nach Hyper- 
ventilation usw.). Sehr oft ist es schwer zu entscheiden, ob die Verschiebung 


_ 


J 





—_— des Séurebasengleichgewichts primér und die Anderung des vegetativen 
tigen (leichgewichts sekundarer Art ist oder umgekehrt, aber stets scheinen 
dung Azidose und Sympathikotonie einerseits, Alkalose und Vagotonie anderer- 
hlict seits miteinander verkniipft zu sein. Ohne auf die zahlreiche einschlagige 
rite Literatur naher einzugehen, verweisen wir auf die Zusammenfassungen 
bei Hoff, Zondek (13) und Abderhalden (l.c. 1). Speziell fiir die Ver- 
tsat schiebung der Alkalireserven durch die Ernéhrungsart haben Abderhalden und 
» hei Wertheimer (l.c. 1) nachgewiesen, da die saure Nahrung den Tonus des 
ire} Sympathicus steigert, die basische Nahrung hingegen den Tonus des Vagus 
erhéht. Diese Befunde sind durch die Arbeiten von A.M. Breitburg und 
seinen Mitarbeitern (14) im hiesigen Laboratorium bestatigt und erweitert 
——. worden. 
- In Anbetracht dieser Befunde schien es méglich, daB auch die 
| Beeinflussung der synthetischen und oxydativen Entgiftungsprozesse 
durch die saure und basische Nahrung auf dem Wege iiber das vegetative 
Nervensystem erfolge, indem diese Prozesse durch die Steigerung des 
Sympathicustonus stimuliert, durch die Zunahme des Vagustonus 
gehemmt werden kénnten. Wenn dies der Fall ware, so miiBte es ge- 
‘ auf lingen, durch direkte Erregung des sympathischen Systems (bzw. 
mit Lahmung des parasympathischen) die Entgiftungsvorginge ahnlich wie 
durch saure Nahrung zu begiinstigen, durch direkte Erregung des Para- 
sisc| sympathicus (bzw. Lahmung des Sympathicus) sie ahnlich wie durch 
‘lub basische Nahrung zu unterdriicken. Wir versuchten diese Voraus- 
Ver setzung zu priifen, indem wir den EinfluB von sympathikotropen und 
a. parasympathikotropen Pharmaka auf die Oxydation und Paarung von 
"a injiziertem Phenol untersuchten. Als den Sympathicus erregendes Mittel 
verwendeten wir Adrenalin, als den Sympathicus lihmendes — Ergo- 
tamin (,,Gynergen‘* Sandoz); zur Erregung des Vagus diente Pilocarpin, 
zu dessen Lihmung Atropin. Die Gifte wurden subkutan verabreicht 
und in verschiedenen Versuchen sporadisch oder systematisch an- 
den gewendet, einzeln und miteinander kombiniert (Adrenalin + Atropin, 
s des Ergotamin + Pilocarpin), bei gemischter Kost und kombiniert mit 
Ent- sauerer oder basischer Nahrung. 

Vom Adrenalin oder Atropin (bzw. deren Kombination) war unserer 
ilies Voraussetzung gemaB ein ahniicher Effekt zu erwarten wie von 
ronir der sauren Nahrung, vom Pilocarpin oder Ergotamin (bzw. deren 
sten Kombination) eine Wirkung, die mit dem EinfluB der basischen Nahrung 
= iibereinstimmte. Das Ergebnis aller unserer Versuche besagte jedoch das 
ae Gegenteil — wie aus den nachstehenden Tabellen und Durchschnitts- 
“ago- werten ersichtlich, blieben die sympathiko- und parasympathikotropen 
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Gifte entweder vollig ohne EinfluB, oder ihre Wirkung war der erwarteten 
entgegengesetzt. 

Pilocarpin verstarkte im Durchschnitt ein wenig die Oxydati 
und Bindung des Phenols (Tabelle III). Atropin bewirkte eine gewis~ 
Verschlechterung der Bindung (Tabelle IV). 


Tabelle 111. 


Einflu8 von Pilocarpin auf die Phenolausscheidung (Dosis des Phenols 
250 mg). 





Ausscheidung des injizierten Gebundener A: 

Phenols in °/» teil des au 

nee om geschiedene: 

als Gesamt- in gebundener Phenols 
Phenol Form 


A. Gemischtes Futter (12 Phenol- 
injektionen bei 4 Kaninchen) . 

B. Desgleichen + zweimal 5 mg Pilo- 
earpinhydrochlorid taglich (27 
Phenolinjektionen bei denselben 
4 Kaninchen) . — as 

C. Desgleichen + zweimal 5 mg Pilo- 
earpinhydrochlorid +  dreimal 
0,5mg Ergotamintartrat am ersten 
und zweiten Tage nach der Phenol- 
injektion (12 Phenolinjektionen 
bei denselben 4 Kaninchen) . . 40,2 10.2 24.5 


60.6 12,7 21.0 


49.9 16.6 33,3 


Tabelle IV. 


Einflu8 von Atropin auf die Phenolausscheidung (Dosis des Phenols 200 mg). 





Ausscheidung des injizierten Gebundener A 


Phenols in °', teil des aus 
ov: ra eee geschiedene! 
als Gesamt- in gebundener Phenols 
Phenol Form 0 


¥ 

A. Gemischtes Futter (Norm); (12 

Phenolinjektionen b. 2 Kaninchen) 65.5 24.5 374 
B. Desgleichen + zweimal 0,5 mg 

Atropinsulfat taglich (6 Phenol- 

injektionen bei denselben Kanin- 

eee oo ee se ee eS oe, 
C. Desgleichen zweimal 0.5 mg 
Adrenalinhydrochlorid tiaglich (6 
Phenolinjektionen bei denselben 


ee, Ege ae ee 44.8 143 319 


' 

1 
P= 
~ 
- 
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Adrenalin bewirkte bei allen Kaninchen bei gemischter Nahrung 
eine bedeutende Hemmung sowohl der Oxydation wie der Bindung 
des Phenols. Durch gleichzeitige Atropin-Injektionen, durch welche dic 
Méglichkeit einer kompensatorischen Vaguserregung ausgeschlossen 
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teten erden sollte, lieB sich dieser Adrenalineffekt nur bei einem Kaninchen 
vifheben (Tabelle V), aber auch unter der kombinierten Wirkung von 
tides \tropin und Adrenalin kam es nicht zu einer Begiinstigung der Ent- 
wt viftung wie durch die saure Nahrung. 
Tabelle V. 
KinfluB von Adrenalin und Atropin auf die Ausscheidung des injizierten 
Phenols (Dosis des Phenols 250 mg). 
enols 
Kaninchen Nr. 10. Gemischtes Futter. Gewicht vor dem Versuch 
26. Februar) 2000 g; nach dem Versuch (2. Mai) 2065 g. 
er Ar 
Se Vom injizierten Phenol ausgeschieden 
Is ‘ 
als Gesamt-Phenol in gebundener Form Anmerkenges 
0 ( 
) 31,2 24.8 Norm 
45,2 3.6 
40,0 10,8 
46,4 YB 
} 
80.0 0 Dreimal 0.5 mg Adrenalin- 
80.0 0 hydrochlorid tiglich 
$3.2 0 
23.6 12.4 Adrenalin taglich + zweimal 
r1i¢ 912 0,5 mg Atropinsulfat am 1 
4 <15 und 2. Tag nach d. Phenol- 
, 02,0 bd injektion 
67,6 9.6 Adrenalin und Atropin tig! 
49,2 2.8 
46,4 7,2 
mg). os 
59,6 14.4 Norm (nach Aussetzen von 
Adrenalin und Atropin) 
er An 
aus 
— Die Durchschnittswerte dieser Versuchsserie (vier Kaninchen) waren: 
Aussche idung des injizierten Gebundener An- 
Phenols in ©, teil des aus 
neiiomaian —_ . i geschiedenen 
als Gesamt- in gebundener Phenols 
Phenol Form 0 
A. Gemischt. Futter (Norm), (18 Phe- 
nolinjektionen bei 4 Kaninchen) 463 17.6 38.0 
ly. Desgleichen + Adrenalin, (18 
Phenolinjektionen bei denselben 
ee eee 61,0 8.1 13.3 
©. Desgleichen + Adrenalin und 
Atropin, (29 Phenolinjektionen 
rung bei denselben 4 Kaninchen) . . 567 10.8 19.0 
dung 
e die Bei saurer und bei basischer Nahrung ist das Adrenalin nahezu 
yssen ohne EinfluB auf die Ausscheidung des Phenols. 
23* 
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Die Adrenalinversuche bestaétigen zugleich unsere negativen E) 
gebnisse iiber die Beeinflussung der Phenolentgiftung durch Ve; 
schiebungen der Alkalireserven, denn das Adrenalin bewirkt ein 
ziemlich starke, mehrere Stunden lang dauernde Azidose (nach Ver 
suchen von A. M. Breitburg), die bei unserer Versuchsordnung (drei 
Injektionen zu 0,5 mg Adrenalin 1 : 1000 taglich) fast ununterbrochen 
anhielt. 

Das Ergotamin, von dem wir eine ungiinstige Wirkung zu erwarten 
hatten, ergab eine deutlich ausgesprochene Abnahme der gesamten 
ausgeschiedenen Phenolmenge und Steigerung des gebundenen Anteils 
Dieser Effekt war sowohl bei gemischter wie bei saurer oder basische: 
Nahrung zu beobachten (Tabelle VI). Bei gemischter Nahrung wa) 
die Wirkung des Ergotamins am starksten ausgesprochen. 


Tabelle VI. 


Einflu8 von Ergotamin auf die Ausscheidung des injizierten Phenols, 
Durchschnittswerte (Dosis des Phenols 250 mg). 











Ausscheidung des Phenols Gebundener A: 
in %% teil des aus 
— a —— geschiedener 
als Gesamt- in ge bunder ner Phenols 
Phenol Form 0/, 


[. Kaninchen Nr. 27 und 28 
A. Saures Futter (8 Phenolinjek- 
tionen). . . vie 40.0 15,4 38,5 
B. Desgleichen + dreimal 0,5 mg 
Ergotamintartrat am 1. u. 2. Tag 
nach d. P es (8 Phenol- 
injektionen). . .. . Sapna 37,0 1 


II. Kaninchen Nr. 23 und 24 
A. Basisches Futter (8 Phenolinjek- 


1 
-1 
Ps 
~1 


tionen). . . : 69.9 54 7.8 
B. Desgleichen + Ergotamintartrat 
(8 Phenolinjektionen) ..... 57,5 93 16.2 


Ill. Kaninchen Nr. 33 und 34 
A. Gemischtes Futter (8 Phenol- 


injektionen) . . 58,0 6,0 10,3 
B. Desgleichen + Ergotamintartrat 
(8 Phenolinjektionen) ..... 36,0 141 30,9 


Fassen wir die Ergebnisse aller unserer Versuche mit sympathiko 
und parasympathikotropen Giften zusammen, so gelangen wir zu dem 
SchluB, daB die Anderungen im Tonus des vegetativen Nervensystems, 
die durch diese Gifte bewirkt werden, einen gewissen EinfluB auf dic 
Prozesse der Oxydation und Paarung des Phenols ausiiben kénnen, 
iiber dessen Mechanismus sich auf Grund unserer Versuche nichts 
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Naheres aussagen labt!. Jedenfalls aber geben unsere Resultate keinerlei 
inhaltspunkte fiir die Annahme eines direkten Zusammenhangs zwischen 
er Wirkung der sauren und basischen Nahrung auf den Tonus des vege- 
itiven Nervensystems und threm EinfluB auf die oxydativen und synthe- 
schen Entgiftungsprozesse. 

Soweit unsere Versuche reichen, /dft sich die Wirkung der sauren 
ind basischen Nahrung auf die Phenolentgiftung weder durch die Ver- 
schiebung des Sdurebasengleichgewichts mittels systematischer Gaben saurer 
und basischer Salze, noch durch die Tonisierung des Sympathicus oder 
Parasym pathicus mittels systematischer Injektionen von pharmakologischen 


Mitteln nachahmen. 


' Die in der folgenden Mitteilung (1V.) erérterten Befunde weisen 
darauf hin, daB das AusmaB der Oxydation und Paarung des Phenols von 
den Bedingungen der Zirkulation des Giftes im Organismus abhingig ist. 
Dies legt die Vermutung nahe, daB die sympathiko- und parasympathiko- 
tropen Pharmaka die Umwandlungen des Phenols in der Leber und dessen 
\usscheidung in der Niere durch ihre Kreislaufwirkung beeinflussen, durch 
die die lokalen Durchblutungsverhaltnisse abgedindert werden kénnen. 











Uber den Einflu6 der sogen. .sauren* und .basischen* 
Nahrung auf das Schicksal aromatischer Substanzen 
im Organismus. 


IV. Mitteilung: 


EinfluB der Diurese auf das Schicksal von Phenol im Organismus. 


Von 


A. E. Braunstein und A. N. Parsehin. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie des Zentralen Staatlichen 
Forschungs-Instituts fiir Gewerbekrankheiten, Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die in der vorangehenden Mitteilung (III) geschilderten 
Versuche wurde nachgewiesen, daB der EinfluB der Ernaihrungsweise 
auf die oxydative und synthetische Entgiftung von Phenol sich wede: 
durch eine Beeinflussung des Saurebasenhaushalts noch durch Ande- 
rungen des Tonus der antagonistischen Anteile des vegetativen Nerven- 
systems erkliren 1aBt. 

Wir richteten nunmehr unsere Aufmerksamkeit auf eine weitere 
Folgeerscheinung der Verabreichung ,,saurer*‘ und ,,basischer‘* Futte: 
rationen, die auch aus den Versuchsprotokollen aller friiheren Unter- 
sucher zu ersehen ist [vgl. die Arbeiten aus dem Laboratorium von 
Palladin (1. ¢. 3)], aber keine spezielle Beachtung seitens dieser Autoren 
fand. Es handelt sich um den auffallenden Unterschied in der Harn- 
menge, die von sauer und basisch ernaéhrten Kaninchen ausgeschiede1 
wird. Die zweitaigige Harnausscheidung der ,,sauren** Kaninchen be 
traigt meistens 30 bis 80 ccm, durchschnittlich etwa 50 ccm, wahrend 
die Harnmenge der ,,basischen“ Kaninchen 200 bis 300 cem betrigt 


bei gemischter Nahrung liegt die Harnausscheidung zwischen diesen 
beiden Extremen und belauft sich auf 120 bis 180 cem. Die Ursach« 
dieser groBen Verschiedenheit der Diurese liegt auf der Hand: di 
,saure’’ Nahrung, die in der Hauptsache aus angefeuchtetem Hafe) 
besteht, ist sehr wasserarm im Vergleich zu der aus saftigem Griin- 
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itter zusammengesetzten ,,basischen*’ Ration. Ob neben dem ver- 
chiedenen Wassergehalt der beiden Futterarten noch andere, spezifi- 
‘he Einfliisse der verschiedenartigen Nahrung auf den Wasserhaushalt 
ler ‘Tiere im Spiel sind, z. B. die angebliche harntreibende Wirkung 
des Kohls, laBt sich vorderhand nicht entscheiden, ist aber fiir uns 
ohne Belang. 

Die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten und kérperfremden 
Substanzen ist in gewissen Féllen von der Menge des abgesonderten Harns 
unabhaéngig; andere Substanzen zeigen entgegengesetztes Verhalten — ihre 
\usscheidung wird durch die Intensitét der Diurese in erheblichem MaBe 
hbeeinfluBt. So hat z. B. Marshall (15) gezeigt, daB die Steigerung der 
Diurese durch Zufuhr von groBen Wassermengen keine Wirkung auf die 
Kreatininausscheidung im Harn ausiibt, waéhrend die Menge des aus- 
geschiedenen Harnstoffs betrachtlich erhéht wird. Bei Diabetikern soll es 
méglich sein, durch Einschrinkung der Diurese (verminderte Wasser- 
zutuhr) die Zuckerausscheidung zu erniedrigen. 

Es schien von vornherein nicht ausgeschlossen, dal die Aus- 
scheidung von Phenol durch den Zustand der Diurese beeinfluBt werden 
kénne. Wenn dies der Fall ware, so miiBte das verschiedene Verhalten 
der Wasserausscheidung bei saurem und basischem Futter fiir die 
Seeinflussung des Schicksals des Phenols durch diese verschiedenen 
Nahrungsarten von wesentlicher Bedeutung sein. 

Wir haben uns aus diesem Grunde die Aufgabe gestellt, die Diurese 
unserer Versuchskaninchen zu _ beeinflussen, ohne den sauren oder 
hasischen Charakter der Nahrung zu andern. Es sollte auf méglichst 
physiologische, schonende Weise bei den ,,sauren’ Kaninchen eine 
reichliche Wasserausscheidung erzwungen, bei den ,,basischen** die Harn- 
absonderung eingeschrankt werden. 

Die zweite Aufgabe bereitete keine Schwierigkeiten. Indem wir den 
Kaninchen an Stelle von frischem Griinfutter die entsprechende Menge 
an der Sonne getrockneten Futters (Kartoffeln, Kohl), angefeuchtet mit 
ganz wenig Wasser, verabreichten, erzielten wir eine Abnahme-der zwei- 
tagigen Harnmenge von 200 bis 300 cem bis auf 30 bis 60 cem, d. h. auf die 
fir saures Futter charakteristische Menge; der Harn blieb dabei deutlich 
alkalisch gegen Phenolphthalein und enthielt viel Carbonat. 

Nicht so einfach stand es um die Steigerung der Diurese bei sauret 
Nahrung. Die Anwendung von salinischen Diuretika (z. B. Kaliumacetat ) 
war von vornherein ausgeschlossen, da sie zugleich den Saurebasenhaushalt 
und das vegetative Nervensystem beeinflussen kénnten, auch die queck- 
silberhaltigen Diuretika (Kalomel, Novasurol) waren unerwiinscht wegen 
der méglichen Nierenschaédigung. Wir versuchten zuniéchst. die Wasser- 
ausscheidung der ,,sauren** Kaninchen durch perorale Gabe gréBerer Mengen 
Wasser oder Tyrodelésung (60 bis 80 cem téglich) oder durch subkutane 
Injektionen von Tyrodelésung zu steigern. Dies gelang jedoch nicht: das 
zugefiihrte Wasser wurde retiniert, die Kaninchen verloren nach wenigen 
Tagen die FreBlust und erkrankten. Auch durch gleichzeitige Gaben von 
Diuretin (0,05 g subkutan) oder Urotropin (0,5 g intravenés) lieB sich 
keine Zunahme der Diurese erzwingen. Da dieselben MaSinahmen bei 
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gemischt ernéhrten Kaninchen eine wenn auch maéBige Erhéhung cd: 
Diurese bewirken, hat es den Anschein, als ob die saure Nahrung eine gewiss: 
Tendenz zur Wasserretention herbeifiihrt. Zum Ziel gelangten wir schlieBlic! 
als wir zur rektalen Infusion von Tyrodelésung (Tropfenklysma) griffen 

Durch einen méglichst tief ins Rectum eingefiihrten Nélaton-Kathete: 
wurden binnen 2 bis 3 Stunden tropfenweise (unter einem Druck von etwa 
25 bis 30 cm Wasser) 150 bis 250 ccm auf 37° vorgewérmter Tyrodelésuny 
einlaufen gelassen. Einen Teil der Fliissigkeit scheidet das Kaninche: 
noch wéhrend der Infusion durch Pressen wieder per anum aus, der grébt. 
Teil wird jedoch resorbiert. Nach einer solchen Infusion betrug die Diures: 
der zwei folgenden Tage bei sauer ernéhrten Kaninchen 180 bis 250 cem 
statt 30 bis 80, d. h. sie stieg auf die Werte der basiseh ernahrten Kaninchen 
an; dabei reagierte der Harn nach wie vor deutlich sauer. 

Wir verglichen nunmehr bei einer Reihe von Kaninchen die Aus 
scheidung und Bindung von injiziertem Phenol bei frischem und bei 
getrocknetem Griinfutter (basische Nahrung). Bei einer anderen Reihe 
von Kaninchen wurde die Ausscheidung des injizierten Phenols bei 
saurem Futter bestimmt, sodann bei saurem Futter und rektaler Tyrode 
infusion nach jeder Phenolinjektion. Die Tabellen I und II enthalten 
die Protokolle einiger typischer Versuche. 

Die Durchschnittswerte von allen unseren an 19 Kaninchen aus- 
gefiithrten Versuchen sind aus Tabelle III zu ersehen (vgl. Abb. 1). 


% 


we Pees Phend/ 
90 3 gebundenes Phenol 
Abb. 1. 
Einfluf der Diurese auf die Ausscheidung von 
injiziertém Phenol (Mittelwerte). 
I. Basisches Futter: 
A. Frisches Griinfutter. 
B. Getrocknetes Griinfutter. 
II. Saures Futter: 
A. Ohne Infusion. 
B. Mit rektaler Tyrode-Infusion. 
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Das eindeutige Ergebnis aller Versuche war schlagend: Bei durch 
Trockenkost verminderter Diurese verhielten sich die basisch ernahrten 
Kaninchen wie typische ,,saure“ Kaninchen, d.h. die Gesamt- 
ausscheidung des Phenols war gering und die Paarung betrachtlich. 
Das Verhalten der sauer erndhrten Kaninchen bei Steigerung der 
Diurese durch rektale Tyrodeinfusion entsprach dagegen durchaus 
demjenigen typischer ,,basischer‘’ Kaninchen: es wurde viel Gesamt- 


phenol ausgeschieden, und der gepaarte Anteil war gering. Dies gilt 
sowohl fiir das injizierte Phenol wie fiir das spontan ausgeschiedene. 
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Tabelle IIl 





Harnmenge Ausscheidung des Gebunden: 
von 2 Tagen injizierten Phenols Anteil des 
(nach der Phenols i: 
Phenol- als Gesamt- in gebun- Proz. der 
injektion) phenol dener Form = ausgeschi: 
eem 0, 0/5, denen Men, 


I. Basisches Futter: 
A. Frisches Griinfutter 
(22 Phenolinjektionen bei 
10 Kaninechen). ..... 263 64.8 28 43 
B. Getrocknetes Griinfutter 
(25 Phenolinjektionen bei 


denselben 10 Kaninchen). . 40 34.0 11,6 34.1 


II. Saures Futter: 
A. (24 Phenolinjektionen — bei 
9 Kaninchen) ...... 44 39,2 16,8 43.1 
B. Desgl. + rektale Infusion 
von Tyrodelésung( 15 Phenol- 
injektionen bei denselben 
> Remmeweny . 44 «ss 186 68,8 16 23 


Es liBt sich demnach durch Anderung der abgesonderten Harnmeny 
eine Umkehrung der Ausscheidungsverhdltnisse des Phenols bei gleich- 
bleibender Aziditat oder Alkalitat der Nahrung erzielen. Die Beeinflussung 
des Schicksals des Phenols durch die verschiedenen Erndhrungstypen ist 
folglich nicht auf den sauren oder basischen Charakter der Nahrung als 
solchen zuriickzufiihren, sondern sie beruht hawptsdchlich, wo nicht aus- 
schlieBlich, auf der Anderung der Bedingungen des Wasserhaushalts, 
welche durch diese Erndhrungstypen bewirkt wird. 

Der Mechanismus dieser Beeinflussung des Schicksals von Phenol! 
durch die Intensitat der Diurese ]4Bt sich unseres Erachtens auf folgende 
Weise deuten: 

Bei reichlicher Diurese gelangt das injizierte Phenol (und auch 
endogen gebildetes) rasch zur Ausscheidung, es wird sozusagen aus dem 
Organismus ausgeschwemmt und kann infolge seiner verminderten 
Zirkuiationsdauer nur in'geringem AusmaBe im Kérper umgewandelt 
werden. Die Oxydation wie die Paarung des Phenols, die sich vermutlich 
beide vorwiegend in der Leber vollziehen, kénnen nur unvollkommen 
stattfinden, und es kommt zur Ausscheidung gréBerer Mengen von 
Gesamtphenol bei geringer Paarung. Bei sparlicher Diurese geht die 
Ausscheidung langsamer vor sich, das Phenol zirkuliert langer im 
Organismus und erfahrt infolgedessen eine vollstandigere Umwandlung 
durch Oxydation und Paarung: im Harn wird weniger Gesamtpheno! 
ausgeschieden, davon ein gréBerer Anteil in gebundener Form. 


Auch die von Palladin, Maljar und Rosenberg (1. c. 10) beobachtete 
verminderte Gesamtausscheidung und gesteigerte Paarung von spontan 
ausgeschiedenem und _ injiziertem Phenol bei hungernden Kaninchen 
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leren Ursache die Autoren in der Begiinstigung von Oxydation und Paarung 
les Phenols durch die Hungerazidose sehen, léBt sich zwanglos durch die 
erminderte Diurese erkliren. Sowohl die Harnmengen wie die Werte 
les Gesamt- und gepaarten Phenols, die die Hungerkaninchen der ge- 
iannten Autoren ausschieden, stimmen gut mit den entsprechenden Werten 
mserer ,,basischen** Kaninchen bei Trockenkost iiberein, ungeachtet der 
hedeutenden Verschiedenheit der Lage des Saéurebasengleichgewichts 
pu des Harns beim Hungern 5,5 bis 6,6, bei trockenem Criinfutter > 9 
alkalisch gegen Phenolphthalein) |. 


Diskussion. 

Uberblicken wir zusammenfassend die gegenwartig vorliegenden 
Befunde iiber die Beeinflussung von synthetischen und oxydativen 
Kntgiftungsvorgingen im Organismus durch die sogenannte saure und 
basische Nahrung, so gelangen wir zu folgendem Ergebnis: Der von 
Abderhalden und Wertheimer (l.c. 1) beschriebene EinfluB auf die 
Hippursduresynthese ist von Griffiths (16) widerlegt und auf einen 
methodischen Fehler zuriickgefiihrt worden, der von Abderhalden und 
Wertheimer in einer spateren Mitteilung anerkannt wird. Die im Labo- 
ratorium von Palladin gefundene Beeinflussung der Synthese ver- 
schiedener gepaarter Glykuronséuren kann aus methodischen Ursachen 
nicht als hinreichend einwandfrei bewiesen gelten (vgl. unsere Ll. Mit- 
teilung). Die Wirkung auf die Umwandlung des Phenols, die von Palladin 
und seinen Mitarbeitern und von uns beobachtet wurde, laBt sich, wie 
wir oben gezeigt haben, auf Anderungen des Wasserhaushalts zuriick- 
fiihren. Das gleiche gilt aller Wahrscheinlichkeit nach fiir die Beein- 
flussung des Schicksals von Benzol in unseren Versuchen (1. Mitteilung), 
da dieses tiber Phenol abgebaut wird. Auch fiir die Umwandlungen an- 
derer Substanzen, insofern dieselben harnfahig sind oder im Organismus 
zu harnfahigen Produkten umgewandelt werden, diirfte die Intensitat der 
Diurese in manchen Fallen von wesentlicher Bedeutung sein. Fiir eine 
Begiinstigung der Oxydation von Toluol durch saures Futter haben 
unsere Versuche (II. Mitteilung) keinen Anhaltspunkt ergeben, viel- 
mehr scheint in diesem Falle eine gewiste Verzégerung der Oxydation 
stattzufinden!. Fir die Wirkung auf die Methylierung von Tellur 
[Abderhalden und Wertheimer (l.c. 1)], die lediglich auf Grund des 
Auftretens des Geruchs von Methyltellur gefolgert wurde, ware eine tiber- 
zeugendere Bekraftigung auf chemisch-analytischem Wege erwinscht. 
Es bleibt schlieBlich der von Abderhalden und Wertheimer beschriebene 
KinfluB auf die Mercapturséurebildung aus Brombenzol als einzige 
bisher unangefochtene Tatsache itibrig. Eine Nachpriifung dieses 
Befundes unter Beriicksichtigung der Verhaltnisse der Wasser- 

' Auch die Oxydation von Benzaldehyd zu Benzoeséure wird nach 


den kiirzlich veréffentlichten Befunden von Zuwerkalow (17) durch den 
sauren oder basischen Charakter der Nahrung nicht merklich beeinflubt. 
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ausscheidung erscheint sehr wiinschenswert. Diese Ubersicht zeigt, dal. 
bei dem gegenwartigen Stande unseres Wissens, bis auf weitere Unter 
suchungen mit eimwandfreier Methodik und unter Riicksichtnahme au/ 
den Zustand der Diurese, keine hinreichenden Beweisgriinde vorliegen fii) 
die Annahme einer auch nur einigermaBen allgemeinen spezifischen Bi 
cinflussung von synthetischen oder oxydativen Prozessen im Organismus 
durch das Uberwiegen saurer oder basischer Radikale in der Nahrung 
Wir wollen durch diese Behauptung in keiner Weise die Wirkung des 
sauren oder basischen Charakters der Nahrung auf verschiedene andere 
physiologische Funktionen des Organismus beanstanden, z. B. auf dic 
Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems, den Blutzuckerspiege! 
die Funktion der Verdauungsorgane, usw. Uber Wirkungseffekte diese: 
Art, wie sie in zahlreichen Arbeiten aus den Laboratorien von Abder- 
halden, Breitburg, Rasenkow u.a. beschrieben worden sind, fehlt uns 
ein eigenes Urteil. Allerdings liegen auch in dieser Richtung bereits 
negative Befunde vor [vgl. die Arbeit von E. Stransky (18)]. 

Fir das in unserer Arbeit angestrebte praktische Ziel, namlich die 
Steigerung des Resistenzvermégens des Organismus von Arbeitern gegen- 
liber gewerblichen Giften der aromatischen Gruppe durch Stimu- 
lierung der Entgiftungsreaktionen, bietet nach allem oben Gesagten 
die Wahl eines Ernahrungsregimes von iiberwiegend saurem oder basi- 
schem Charakter keine begriindeten Aussichten. 
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Uber die Sterine der Gerste und ihrer Milzungsprodukte. 
Von 
K. Tiufel und G. Gamperl. 


(Aus dem Universitétsinstitut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 24. Mdrz 1931.) 


In Gemeinschaft mit M. Rusch! wurde unlangst iiber die Zusammen- 
setzung des Fettes der Gerste und den EinfluB des Malzungsprozesses 
auf diese Stoffkomponente berichtet. Bei der Fortsetzung dieser 
Arbeiten, die ebenfalls unter biologischen Gesichtspunkten einen Ein- 
blick in den konstitutionellen Aufbau dieser Fette (Art der Glyceride) 
erstrebten, wurden aus dem nach der friiher beschriebenen Methode 
gewonnenen, tiber 2 Jahre lang im Keller in gasdicht verschlossenen 
braunen Flaschen aufbewahrten Untersuchungsmaterial kristallisierte 
Ausscheidungen abgetrennt, die zunachst als Glyceride angesehen 
wurden, bei der Priifung sich aber als Sterinester erwiesen. Dadurch 
erhielt die vorliegende Arbeit, tiber deren Ergebnisse nachstehend aus- 
zugsweise berichtet wird, eine gegen die urpsriingliche Absicht etwas 
veranderte Richtung. 

Wie im experimentellen Teil naher beschrieben, stellten die kristal- 
lisierten Niederschlage aus Gersten-, Malz- und Treberfett im wesent- 
lichen Sitosterinpalmitat dar, dessen Identitat durch Charakterisierung 
der beiden Komponenten sichergestellt wurde. Die inden letzten Jahren 
insbesondere von R. J. Anderson® und Mitarbeitern, von K. Bonstedt* 
sowie von R. Schinheimer, H.v. Behring und R. Hummel* festgestellte 
Vergesellschaftung des bisher fiir einheitlich gehaltenen Sitosterins 


1 Diese Zeitschr. 209, 55, 1929; Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 57, 
345, 422, 1929. 

2 Journ. Amer. chem. Soc. 46, 1450, 1717, 1924; R.J. Anderson u. 
R.L. Shriner, ebendaselbst 48, 2976, 1926; F. P. Nabenhauer u. R. J. 
Anderson, ebendaselbst 48, 2972, 1926. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 269, 1928. 

4 Ebendaselbst 192, 93, 1930. 





354 K. Taufel u. G. Gamper!: 


(Schmelzpunkt 136 bis 137°) mit dem gesattigten Dihydro-Sitosteri: 
gab Veranlassung, auch beim Sterin der Gerste Untersuchungen i) 
dieser Richtung anzustellen. Unter Benutzung der von R. Schénheimer' 
angegebenen Methode, die darauf beruht, daB die bromierten Sterin« 
mit Digitonin nicht mehr fallbar sind, wahrend die gesattigten Sterin« 
auf diese Weise zur Abscheidung gebracht werden kénnen, wurden 
insgesamt 40 g rohes Sitosterinpalmitat aus Gersten-, Malz- und Treber 
fett aufgearbeitet. Die dabei erhaltenen 328,5 mg Sitosterin ergaben 
insgesamt 59,2 mg Digitonid. Nach seiner Spaltung mit Xylol wurcd 
das freie Dihydrositosterin abgeschieden. Es erwies sich als brom 
frei; die Salkowski-Reaktion verlief negativ. Daraus diirfte im Verein 
mit dem Verfahren der Gewinnung des Praparats der gesattigte Charakter 
sichergestellt sein. Der Schmelzpunkt lag bei 134°, ist also dem zu 
fordernden Werte von 144° gegeniiber noch? erniedrigt. Die geringe 
Menge der Untersuchungssubstanz machte eine weitergehende Reinigung 
durch Umkristallisieren leider unmdglich. 

Wenn auch die hier beschriebenen Versuche keinen Anspruch auf 
quantitative Genauigkeit erheben kénnen, so ist iiberschlagsmabig doch 
daraus zu folgern, daB mit einem Mindestgehalt des Sitosterins an 
Dihydrositosterin in einer Menge von 4,4°, zu rechnen ist (328,5 mg 
Sitosterin lieferten 59,2 mg Digitonid, entsprechend 14,4 mg Dihyvdro 
sitosterin). 

Von Schénheimer, v. Behring und Hummel (1.c.) wurde nachgewiesen. 
daB ganz allgemein die Sterine (Cholesterin) des menschlichen und 
tierischen Organismus mit gesattigten Anteilen (Dihydro-Cholesterin) 
vergesellschaftet vorkommen. Diese Sachlage findet sich, wie schon 
erwahnt, bei dem Sitosterin wieder, das als Isomeres des Cholesterins an- 
gesehen wird und als weit verbreitetes Sterin im Pflanzenreich vielleicht 
die Funktionen des Cholesterins ibernimmt. Da Dihydro-Cholesterin im 
Tierversuch nicht resorbiert wird, schlieBen die vorgenannten Forscher, 
daB der gesaittigte Anteil im Organ selbst gebildet wird. Vielleicht 
liegen die Verhaltnisse analog beim Dihydrositosterin der Pflanzen. 
Es ist schwer,*iiber den biologischen Sinn der fiir diese Umwandlung 
notwendigen Hydrierung etwas auszusagen. J. M. Heilbron und 
W. A. Sexton® auBern die Vermutung, daB der Hydrierung des Sito- 
sterins zum Dihydrositosterin eine parallel verlaufende Dehydrierung 
von Sitosterin entspricht, die sich vielleicht vor allem am y-Sitosterin 
(gemaB der Bezeichnung von R. J. Anderson) vollzieht und zum Ergo- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 77, 1930. 

2 R. Schénheimer (ebendaselbst 192, 79, 80, 1930) gibt als Schmelzpunkt 
fiir sein Dihydrositosterin 135° an. 

3 Nature 123, 567, 1929. 
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sterin fiihrt. Damit lieBe sich nach J. .M. Heilbron und W. A. Sexton 
ine Briicke zu diesem durch die Arbeiten von A. Windaus, R. Pohl 
ind A. F. Hess als biologisch so wichtig erkannten Sterin schlagen, 
las nach dem heutigen Stand der Dinge iiberall im Tier-! und Pflanzen- 
eich in kleiner Menge verbreitet ist. In diesem Zusammenhang ist 
auch auf die Feststellung von MW. Sumi? zu verweisen, der zeigte, daB 
das von ihm aus verschiedenen Pflanzen isolierte Sitosterin kleine 
\nteile von Ergosterin als standigen Begleiter enthielt. Durch im 
Giange befindliche Untersuchungen am Unverseifbaren des Fettes der 
Gerstenkeime soll ein weiterer Beitrag zur Aufklarung dieser inter- 
essanten Zusammenhange geliefert werden. 


Beschreibung der Versuche. 
1. Isolierung und Identifizierung des Sitosterinpalmitats. 

Der, wie schon erwahnt, bei iiber zweijahriger Lagerung aus dem 
Gerstenfett freiwillig auskristallisierte Niederschlag wurde abfiltriert 
und, nach entsprechenden Vorversuchen, durch Umfallen aus einem 
Gemisch von Alkohol (96° ig) und Petrolather (Siedepunkt 52 bis 56°) 
im Verhaltnis 2:1 von den anhaftenden fliissigen Glyceriden befreit. 
Ex hinterblieben dabei braune Kristalle, fiir die feine Fieder- bzw. 
Sternform charakteristisch war. Wiederholtes Umkristallisieren aus 
chloroformischer Lésung, wobei die Abscheidung durch Zugabe von 
wasserigem Alkohol tunlichst vollstandig gemacht wurde, fiihrte schlieb- 
lich zu einem rein weiben Praparat vom Schmelzpunkt 88,5° (nicht 
korrigiert). Die Einheitlichkeit der Substanz war dadurch  sicher- 
vestellt, daB vollstandige Chereinstimmung zwischen dem Schmelz- 
punkt der Kristalle aus der Lésung und demjenigen der Kristalle aus 
der Mutterlauge bestand. Das Produkt erwies sich ferner als neutral, 
wie aus dem negativen Befund bei der Ermittlung der Saurezah! 


hervorging. 


Nach den Untersuchungen von J'du/fel und Rusch (1. ¢.) sind im 
Gerstenfett als héchst schmelzende Fettsaiuren die Palmitin- und 
Stearinsaure enthalten; als héchst schmelzendes Glycerid kime daher 
Tristearin (Schmelzpunkt 71,6 bis 73,2°) in Betracht. Somit konnte 
die isolierte Substanz vom Schmelzpunkt 88,5° ein Glycerid nicht sein. 
Der positive Ausfall der Reaktionen nach Hager-Salkowski, nach Lieber- 
mann- Burchard sowie das von A. Griin® als Vorprobe angegebene Ver- 
halten gegen Essigséureanhydrid wiesen vielmehr auf eine in die Gruppe 


' Vel. hierzu auch J. H. Page u. W. Menschick, diese Zeitschr. 231, 
446, 1931. 
? Bull. Inst. physic. chem. Res. Tokyo 2, 30, 1929. 
* Analyse der Fette und Wachse 1, 258. Berlin, J. Springer, 1925. 
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der Sterine gehérige Substanz hin. Ihrem Schmelzpunkt nach wa; 
auf Sitosterinpalmitat zu schlieBen, das von R. J. Anderson! aus den 
Atherextrakt von Maispollen mit dem gleichen Schmelzpunkt (88,5° 
isoliert worden ist. Diese Annahme wurde bestatigt durch: 


a) Identifizierung der am Aufbau beteiligten Fettsdure. Nach voll- 
zogener Verseifung der Substanz wurde das Unverseifbare durch wiede1 
holtes Ausschiitteln mit Ather abgetrennt. Die verbleibende Seifen 
lésung wurde mit Schwefelséure sauer gemacht und anschlieBend e1 
neut mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lésung hinterlieB nac! 
dem Auswaschen mit Wasser und dem Trocknen mit geschmolzenen 
Natriumsulfat einen Rickstand mit einem Schmelzpunkt von 61°, de: 
sich bei einmaligem Umbkristallisieren auf 62,5° erhéhte (Palmitinsaur 
62,6°). Bei der Mischprobe mit reiner Palmitinsaéure trat eine Schmelz 
punktsdepression nicht ein. Fir Neutralisationszahl und Molekula: 
gewicht wurden folgende Werte gefunden: 


0,0263 g Substanz verbrauchten 5,65 mg Kaliumhydroxyd 
0,0830 g sf ¢ 18,18 ,, ” 





fiir Palmitinsiure 


gefunden herechnet 


Neutralisationszahl. . . 216.9 218.9 
Molekulargewicht . . . 258.6 256.3 


Auf Grund der Analyse handelte es sich somit bei der am Aufbau 
des Esters beteiligten Saurekomponente um Palmitinsaure. 


b) Identifizierung der am Aufbau beteiligten alkoholischen Kom po- 
nente. Etwa 1g des Esters (Schmelzpunkt 88,5°) wurde verseift und 
aus der erhaltenen Seifenlésung das Unverseifbare mit Petrolather 
(Siedepunkt 52 bis 56°) extrahiert. Nach dem Abdampfen des Lésungs- 
mittels hinterblieb eine schwammige, lockere Masse, aus weiben Blittchen 
bestehend, die sich in heiBem Alkohol lésten. Der Schmelzpunkt lay 
bei 133,5°.. Nach viermaligem Umkristallisieren aus 96° ,igem Alkoho! 
wobei gréBbter Wert auf die Entstehung gut ausgebildeter Kristall 
gelegt wurde, zeigte das rein weibe Produkt einen Schmelzpunkt von 
137,2 bis 137,49. Das in der tiblichen Weise durch Erhitzen mit Essig 
siure-Anhydrid hergestellte Acetat schmolz nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol bei 126,5° (nicht korrigiert) und stimmt somit nach den 
Angaben der Literatur mit Sitosterinacetat iiberein. 


Zur weiteren Kennzeichnung der alkoholischen Komponente wurde 


der Grad ihres ungesittigten Charakters ermittelt. GemaB den Unter 


1 Journ. of biol. Chem. 55, 611, 1923. 
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ichungen verschiedener Forscher, insbesondere von H.Dam!', F. Reindel 
nd K. Niederldnder® sowie R. Schénheimer (\.c.) sind die Ergebnisse 
er Jodzahlbestimmung bei den Sterinen insofern nur mit Vorsicht 
vuswertbar, als neben der Absattigung der Liickenbindungen auch 
eine mehr oder minder weitgehende Substitution erfolgt. Man erhalt 
deshalb auch bei gesattigten Sterinen eine vorgetéuschte Jodzahl, die 
hei den Methoden einer energischen Halogenanlagerung (Verfahren nach 

Hibl, Waller, Wijs usw.) relativ gro} werden kann, bei den Verfahren 
einer milderen Halogenisierung aber (Pyridinsulfat-Dibromidverfahren 
nach AK. W. Rosenmund und W. Kuhnhenn?, Brom-Methylalkohol- 
verfahren nach H. P. Kaufmann* sich in niedrigerer GréBenordnung 
bewegt. Auch die Winklersche Bromatmethode ist nach Schénheimer 
von einer wesentlichen Substitution begleitet. TTrotzdem wurde dieses 
Verfahren im vorliegenden Falle benutzt; denn einmal handelte es 
sich nur um orientierende Bestimmungen, zum anderen lagen iiber die 
Bromatmethode eigene experimentelle Erfahrungen vor. An Stelle 
des freien Sterins wurde das in gréBerer Menge vorhandene Palmitat 
benutzt: der HalogeniiberschuB betrug etwa 45°,: die Reaktionszeit 
60 Minuten. Als Jodzahl wurde als Mittel aus drei Versuchen erhalten 


42,2. 
0.7646 g Substanz verbrauchten 22,02 cem n/10 KBrO,; Jodzahl 41.4 
0,2346 g = rn 7,81 ,, n/l0 KBrO,; ms 42,2 
0.1294 g ~ i 4.39 .. n/l0 KBrO,; ~ 43,1 


technet man diesen Wert auf das freie Sterin um, so kommt man 
zu einer Jodzahl von 68,3. Sie liegt, wie wegen der unvermeidlichen 
Substitution nicht anders zu erwarten ist, etwas héher, als die Theorie 
(== 65,68) fordert, diirfte aber trotzdem als weiterer Beweis dafiir heran- 
gezogen werden kénnen, daB das vorliegende Sterin als Sitosterin an- 
zusprechen ist. SchlieBlich wurde von der Substanz mit dem Schmelz- 
punkt 88,5° die Verseifungszahl ermittelt. Wahrend bei halbstiindiger 
Erhitzungszeit eine wesentlich zu niedrige Verseifungszahl erhalten 
wurde, lieferte das 21/,stiindige Verseifen Werte, die mit der theoretiseh 
zu erwartenden Verseifungszahl von 89,90 in befriedigender UCherein- 


stimmung standen. \ 


2. Zerlequng des Sitosterins in einen gesdttigten und ungesdttigten Anteil. 
Nach Schénheimer, v. Behring und Hummel (\.c¢.) belauft sich der 
Gehalt des Sitosterins an Dihydrositosterin auf etwa 8 bis 11°,. Um 
im vorliegenden Falle mit Aussicht auf Erfolg vorgehen zu kénnen, 


! Diese Zeitschr. 152, 101, 1924; 158, 76. 1925. 
2 Liebigs Ann. 475. 147, 1929. 

3 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 46, 154, 1923. 
4 


Ebendaselbst 51, 3, 1926. 
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muBten daher groBere Mengen vom Ausgangsmaterial beschafft werde:, 
Auf Grund der orientierenden Feststellung, daB das Unverseifbare au. 
den Fetten von Gerste, Malz und Trebern Sitosterinpalmitat war, wurde 
die gesamte Menge dieses Esters aus den drei Quellen vereinigt ; es 
standen 40 g Rohprodukt zur Verfiigung. Nach der Verseifung wurde: 
3,33 g Sitosterin erhalten, das nach etwa achtmaligem Umkristallisiere: 
aus Alkohol einen Schmelzpunkt von 129,5° zeigte. Um nicht bei fort 
gesetzter Fraktionierung einen Verlust an der gesattigten Komponent: 
zu erleiden, wurde dieses Praparat, von dem noch 328,5 mg zur Ve 
fiigung standen, zur weiteren Untersuchung unter Benutzung der vor 
Schénheimer (1. c.) angegebenen Vorschrift verwendet. 

Die 328,5 mg Ausgangsmaterial wurden in der 120fachen Menge 
96°, igem Alkohol gelést und nach Abkithlung der Lésung mit Eis 
vorsichtig mit einer etwa normalen alkoholischen Bromlésung bis zur 
bleibenden schwachen Gelbfarbung versetzt ; Niederschlagsbildung trat 
dabei nicht ein, da Sitosterin-Dibromid leicht léslich ist. Nach zwei 
stiindigem Stehen erfolgte der Zusatz einer alkoholischen Lésung von 
Digitonin im UberschuB. Das Reaktionsgemisch blieb im Dunkel 
stehen. Nach 18 Stunden war Entfarbung eingetreten; es wurde wiede: 
Brom in geringem UberschuB zugegeben und die gleiche Operation 
nach weiteren 24 Stunden wiederholt. Wahrend der insgesamt 48 Stunden 
dauernden Reaktionszeit hatte sich ein weiber flockiger Niederschlag 
ausgeschieden, der abfiltriert und mit Alkohol-Ather (1 : 3) ausgewaschen 
wurde. Das Digitonid wog, bei 100° konstant getrocknet, 59,2 mg 
dies entspricht einer Menge von 14,4 mg Dihydrositosterin. 

Durch Erhitzen mit Xylol wurde das Digitonid in seine beiden 
Komponenten zerlegt. Das dabei erhaltene freie Sterin zeigte einen 
Schmelzpunkt von 133,0° (nicht korrigiert). Es erwies sich als frei 
von Brom; die Reaktion nach Salkowski verlief negativ. Die geringe 
Menge der Untersuchungssubstanz bot nicht die Méglichkeit eine: 
weitergehenden Reinigung durch Umkristallisieren. 
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Zur Relation zwischen Bodenreaktion und chemischer 
Zusammensetzung des Hafers (Avena sativa). 


Orientierende Untersuchungen mit Goldregenhafer. 


Von 
Sverre Hjorth-Hansen. 
(Aus der landwirtschaftlichen Hochschule, Aas, Norwegen.) 


(Eingegangen am 25. Marz 1931.) 


Einleitung. 

Untersuchungen tiber Ernahrung mehrerer Kulturpflanzen haben 
ergeben, daB eine gewisse Relation zwischen Ertrag an Pflanzensubstanz 
bzw. Entwicklung der Wurzeln und Wasserstoffionenkonzentration des 
Wachstumsmediums besteht. 

Als Wachstumsmedium sind Wasser- und Sandkulturen samt ver- 
schiedenen Béden, teils in GefaBen, teils auf freiem Felde benutzt 
worden. 

Folgende Ergebnisse darf man als sicher betrachten: 

1. Die Pflanzen wachsen innerhalb sehr weiter Grenzen der Boden- 
reaktion. 

2. Das Optimui des Ertrages liegt meistens in einem engen Ge- 
biet der Wasserstoffionenkonzentration des Wachstumsmediums, und 
nur bei diesem Optimum zeigen die Wurzeln eine normale Entwicklung. 

3. Dies Optimum wird, wenn man die Nahrsalzkonzentration er- 
hoht, in saurer Richtung verschoben. 

4. Die meisten Kulturpflanzen gedeihen am besten auf saurem 
Kulturboden. 

Wegen der antagonistischen Verhaltnisse, die zwischen Wasserst off- 
ionen und verschiedenen anderen Ionen in physiologischen Flissigkeiten 
bestehen, kénnte man erwarten, daB diese Verhiltnisse auch in der 
Bodenfliissigkeit obwalten sollten. Hierfiir finden sich schon Belege. 

Christensen hat gefunden, daB die Wirkung einer Kalkgabe zu einem 
sauren Boden von dem Inhalt dieses Bodens an léslichen Nahrsalzen ab- 
hangt. Lundegardh hat bei Untersuchungen iiber Gibberella Saubinetti 
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gefunden, daB die Wasserstoffionen teilweise von Ca” und NH, entgifte: 
wurden. Spéter ergaben Untersuchungen tiber Weizenkeimlinge diesellx 

Ergebnisse. Aslander hat gezeigt, daB die optimale Reaktion nur unte: 
bestimmten Bedingungen als eine optimale anzusehen ist. Je gréBer div 
Nahrsalzkonzentration ist, desto saurere Reaktion vertragen die Pflanze: 


Der Boden bildet im ganzen ein disperses, heterogenes System 
Wenn wir das feste Bodenmaterial betrachten, kénnen wir es in gro! 
dispers und ultradispers einteilen. Die ultradisperse Phase bestimmt dix 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Kulturbodens. Der moderne: 
Auffassung der Bodenstruktur gemaB sind die Ultrapartikeln von zwei 
Hiillen umgeben, eine innere Hille, wo die Anionen fest gebunden sind, 
und eine dauBere, die aus Kationen besteht. Diese Kationen, Fe™ 
AI, Ca”, Mg”, K’, NH,, Na’ und H’, sind verschieden locker gebunden 
und kénnen deshalb ausgetauscht werden. Am leichtesten austauschba: 
sind die zweiwertigen, am schwersten die Wasserstoffionen. Eine Aus 
tauschung findet statt, wenn man den betreffenden Boden mit Salz- 
losungen, z. B. einer N H,Cl-Lésung behandelt, Ca” und K° usw. gehen 
in Lésung, wihrend eine aquivalente Menge NH, in die Hiille wandert 

Die lonen der Bodenfliissigkeit kénnen ohne weiteres von den 
Pflanzenwurzeln aufgenommen werden. Wenn sie auf diese Weise 
entfernt werden, so wird das Gleichgewicht zwischen ihnen und den 
Jonen der Ultrapartikeln verschoben. lonen der Partikeln werden an 
die Bodenfliissigkeit abgegeben, und Wasserstoffionen wandern in aqui- 
valenter Menge in die Hiille ein. 

Die Hille der Ultrapartikeln eines sehr sauren und nahrstoffarmen 
Bodens besteht zum gr6Bten Teil aus H’. Die Samen keimen in diesem 
Boden, doch sterben die Keimpflanzen bald ab, indem die Wasserstoff- 
ionen die kleinen Wurzeln in der Weise schadigen, daB ihnen die Fahig- 
keit abgeht, die zwar winzigen Mengen Nahrsalze des Bodens aufnelhmen 
zu kénnen, die doch einige Zeit das Leben der Pflanzen aufrecht- 
erhalten kénnten. Wenn nun diesem Boden Nahrsalze zugeftihrt werden, 
lésen sich diese Salze in der Bodenflissigkeit auf, indem sie in lonen 
gespalten werden. ‘Jetzt findet ein AustauschprozeB statt. H’ det 
Hille werden gegen aquivalente Mengen Salzionen ausgetauscht und 
machen dann die Bodenfliissigkeit noch saurer. Zwar stehen jetzt den 
Wurzeln Nahrsalze zur Verfiigung, die Menge der H-lonen ist aber 
gesteigert worden, die, wie wir eben auseinandergesetzt haben, schadlich 
sind. Doch wird sich bei einem Versuch zeigen, dab die Keimpflanzen 
gedeihen und sich zu normalen Pflanzen entwickeln. Man erkliart diese 
Tatsachen so, daB die Nahrsalzionen, speziell Ca”, die H’ entgiften kénnen. 
| 


zwischen Ca” und H’ besteht ein sogenannter [onenantagonismus. Nac 
Prianischnikow und Dikussar ergeben Zuckerriiben mit Nitraten bei 
pu = 5, mit Ammoniumsalzen gediingt bei px = 7 eine optimale Ernte. 
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Die einseitige Betrachtung der Wasserstoffionenkonzentration als 
lleiniger ausschlaggebender Wachstumsfaktor ist jetzt iiberall ver- 
ssen worden. Weitere praktische Versuche auf diesem Gebiet miissen 
im Ziel haben, bei einer gegebenen Reaktion des Bodens diesem 

die am meisten dkonomische Diingung darzubieten. Wissenschaftliche 
Untersuchungen tuber lIonenantagonismus in Bodenfliissigkeit liegen 
bisher noch wenige vor. 


Bodenreaktion und chemische Zusammensetzung der Pflanzen. 


Pflanzen von einem neutralen oder schwach alkalischen Boden 
enthalten mehr N- und mehr Aschenbestandteile als Pflanzen von 
einem sauren Boden. AuBerdem ist schon langst festgestellt worden, 
daB die Pflanzen auf einem sauren Boden mehr Kali aufnehmen. 
Nachdem die Bodenreaktion beriicksichtigt worden ist, sind mehrere 
Untersuchungen in dieser Richtung unternommen worden. Eine Reihe 
verschiedener Kulturpflanzen, u.a. Gerste, Hafer, Weizen, Roggen, 
Lein, Kleearten, Kartoffeln, Luzerne haben als Versuchspflanzen ge- 
dient. Gartenkulturgewachse sind noch nicht sehr viel untersucht 
worden. 

Hoagland analysierte den Zellinhalt der Gerste. Hixon untersuchte 
die Wurzelasche mehrerer Pflanzen. Bryan bestimmte in Leguminosen 
CaQ. Olsen bestimmte in der Trockensubstanz der Luzerne CaO, N und 
P,O;. Oswald untersuchte bei Hafer, Roggen, Luzerne und Klee CaQ, 
K,O0O, N und P,O;. Domontowitsch und Abolina analysierten den N- und 
CaQ-Gehalt des Leines und des Hafers und fanden, daB Pflanzen von 
alkalischem und neutralem Boden an diesen Stoffen reicher waren als 
Pilanzen von saurem Boden. Der Gehalt an P,O,; war iiberall gleich. Holz- 
apfel analysierte mehrere Pflanzen auf Aschenbestandteile und Alkalinitét 
der Asche. Klutschareff und Strasch bestimmten die Wasserstoffionen- 
konzentration der Sa&fte verschiedener Pflanzenteile. Virtanen hat ver- 
schiedene Leguminosen auf N, CaO und K,O untersucht und fand eine 
gewisse Relation zwischen pq der Pflanzenwurzeln und py des Wachstums- 
mediums. Hjorth-Hansen untersuchte den Hafer und fand, daS der Wasser- 
gehalt, der Aschengehalt, die Alkalinitaét der Asche, der Gehalt an N und 
Atherextrakt (Rohfett) von der Reaktion des Bodens abhangig sind. 


Eigene Versuche. 


Aus zwei Griinden wurde der Hafer als Versuchspflanze gewahlt. 
Der Hafer kann besser als die anderen Getreidearten die Nahrstoffe 
eines Bodens, auch wenn er schlecht ist, ausnutzen. Der Versuchsboden, 
der zur Verfiigung stand, ein lehmreicher Moranenschotten, hatte eben 
die Reaktion px 5,6, die sich als eine sehr giinstige Reaktion fiir 
den Goldregenhafer bei friiheren Untersuchungen erwiesen hatte. 

Zwolf kleine Parzellen von ungefihr 3'),qm wurden angelegt. 
Hiervon blieben vier unbehandelt, vier wurden mit reinem CaO ge- 
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kalkt und zeigten einige Tage nach einem kraftigen Regen eine Reaktio: 
pa = 7,1. Die tbrigen vier wurden mit sehr verdiinnter Schwefelsaur 
behandelt und hatten zu derselben Zeit die Reaktion py = 4,6. 
Diese Anfangsreaktionen dnderten sich wahrend des Versuchs 
Als der Versuch abgeschlossen wurde, hatten durchschnittlich dis 
Parzellen anstatt der Reaktionen pa = 7,1, 5,6 und 4,6 die folgenden 
pau = 6,8, 6,1 und 4,25. Der Hafer wurde am 6. Juni 1928 gesat und 
sprob 5 Tage nachher. Die Pflanzen wurden fiinfmal geerntet, 


am 4. August (einige Pflanzen schieBen), 
11. - (alle Pflanzen schieBen), 
~~ - (die Pflanzen bliihen), 
:» 13. September (das Korn ist milchreif), 
~~ aa se (das Korn ist halbfest). 
Bei pu = 4,6 waren die Pflanzen dunkelgriin und héher als die anderen. 
PH 5,6 waren die Pflanzen frischgriin und ganz normal. 
PR 7,1 waren die Planzen dunkelgriin, etwas kiirzer, vielleicht aber 


kraftiger gebaut. 

Die dunkelgriine Farbe deutete auf groBen N-Gehalt, was sich 
auch bestatigte. 

Die Absicht des Versuchs war, die folgenden Fragen zu studieren: 
Welchen EinfluB hat die Bodenreaktion in verschiedenen Ent wicklungs- 
stadien der Pflanzen auf die chemischen Zusammensetzung des Griin- 
hafers? Hat der Griinhafer bei der sogenannten Optimalreaktion eine 
besonders charakteristische Zusammensetzung? 


Ergebnisse des Versuchs. 

Die mitgeteilten Ergebnisse beziehen sich nur auf eine der vier 
Parallelen, naimlich Parzelle 4, 5 und 6, pa = 4,6, 5,6 und 7,1. Nu 
Pflanzensubstanz von diesen Parzellen wurde auf die verschiedenen 
Aschenbestandteile analysiert. Die iibrigen Untersuchungen sind 
an anderer Stelle publiziert (Literaturverzeichnis). 


I. Ernte an Trockensubstanz. 


Hei den drei ersten Erntezeiten wurde die Menge Trockensubstanz 
bestimmt, die pro Quadratmeter geerntet werden konnte. Sonst wurde nur 
der Gehalt der frischen Pflanzen an Trockensubstanz bestimmt und als 
Prozent des Frischgewichts angegeben. Der Gehalt der Pflanzen an Trocken- 
substanz ist bei pp = 5,6 immer entschieden gréS8er als bei py 4.6 und 
PH imo 


Tabelle J. 





Erntezeit Paw 5 PH bien 
g pro qm g pro qm 
4 VII. 209 119 
11. VIII. 397 313 
28. VIII. 414 374 
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Tabelle Il. 
Pu 
Erntezeit 4.6 5.6 71 
4. VIII. 21,99 19,38 
11. VIII. 27,24 24,00 
28. VIII. 29,06 23.68 
13. IX. 23,16 27,81 23,85 
24. IX. 26.76 28,94 27.84 
2. Die Asche. 
Bei stark saurer Reaktion des Bodens ist der Gehalt an Rohasche 
vgroBer als bei schwach saurer und neutraler Reaktion. In Tabelle LL] 
ist der Aschengehalt der Pflanzen in Prozenten des Frischgewichts an 


vegeben. 





Tabelle Ill. 

Erntezeit Pu 

4.6 »,f l 
4. VIII. 1,21 1,36 
Li. VIII. 1,17 1,26 
28. VIII. 1,27 1,27 
13. IX. 1,56 1,38 1,36 
24. IX. 1.67 1.55 1.46 


3. Die Alkalinitdt der Asche. 

Die Bestimmung der Alkalinitaét der Asche diirfte bei einer Qualitats 
untersuchung der landwirtschaftlichen Kulturpflanzen eine gewisse Rolle 
spielen. héher die Alkalinitét der Asche Grinfutters und 
Heues, desto wertvoller die Ware. Die Alkalinitaét ist hier aut, folgende 


Je des des 





Weise ausgedriickt: Anzahl Kubikzentimeter n HCl, die von 100 g Asche 
gebunden werden. 
Tabelle IV. 
Erntezeit Pa 
4.6 5.6 13 

4. VIII. 1185 1102 

11. VII. 1257 1246 

28. VIIT. 

13. IX. 685 907 869 

24. IX. 623 867 781 

Diese Ergebnisse machen wahrscheinlich, da die Alkalinitat 


wahrend der Bliitezeit ein Maximum erreicht, um im reifen Zustande 
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des Korns auf ungefahr die Halfte dieses Wertes zu sinken. Bemerkens 
wert ist, daB die Alkalinitat bei px 5,6 immer den gréBten Wert 
hat, die optimale Bodenreaktion fiir Goldregenhafer ist ja durch viel 
Untersuchungen zu pu = 5,5 bis 6.0 festgelegt worden. Der sauré 
Boden verleiht den Pflanzen eine niedrige Alkalinitat. 


1. Der Atherauszugq. 


Das ganze Analysenmaterial JaBt den SchluB ziehen daB bei schwa 
saurer Reaktion des Bodens der Gehalt an Rohfett in jungen Pilanze: 
groBer sei als in Pflanzen, die sich der Reife nahern. 


Tabelle V. 





Erntezeit oti > 
4.6 5.6 7,1 
4. VILL. 0,724 0,771 
£1. VE. 0,601 0,694 
28. VIII. 0,678 0,609 
eS: TX. 0.664 0,987 0,719 
a4. FX. 0,710 1,148 0,936 


3 Totalstickstoff ( Roh prote in - 


Bei stark saurer Reaktion enthalten die Pflanzen wahrscheinlich mel 
Rohprotein (N) als bei neutralem und schwach saurem Boden. Bei py 5.4 
ist der Gehalt an N immer am niedrigsten. 


Tabelle VI. 





' Pu 
Erntezeit 
4.6 5.6 7.1 
* 4. VEEL 0,490 0,563 
11. VIII. 0,430 0,509 
28. VIII. 0.414 0,464 
13. IX. 0,500 0.455 0.470 


a. EX. 0.590 a 


Gj. Die Aschenbestandteile. 


Der Gehalt der Trockensubstanz an SiO,, P,O;, CaO, MgO und K,O 
(nicht samtliche Proben) ist untersucht worden. 


Wahrend der Bliite hat der Gehalt an CaO ein ausgepragtes Maximum. 
und bei pu 7.1 ist er bei den erwahnten Stadien gréBer als bei py 5. 
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Wahrend der Bliite hat der Gehalt an P,O, ein ausgepragtes Minimum. 
Immer sind die Pflanzen, die bei neutraler Reaktion gewachsen sind, die 
»phosphorsaurereichsten. 

Es ist méglich, da8 der Gehalt an MgO nach der Bliite ein Minimum 
hat, sonst gibt es keinen Unterschied zwischen Pflanzen von neutralem und 
saurem Boden. 


Der Gehalt an Kali, K,O, ist bei den untersuchten Erntezeiten immer 
bei saurer Bodenreaktion am gréB8ten. 


Tabelle VII. 





Pu 4. VII. 11. Vill 28. VIII. 13. IX 24. IX 
- ; 56 5,56 4,15 4,51 5,39 3,87 
endl l 71 7,90 5,71 5.58 5.95 5,53 

-O | 5.6 0,74 0,63 1.14 1,49 1.65 

a \ 73 (0),84 0,58 1.30 1.44 1.42 

P.0 5,6 0,345 0.378 0,300 0.511 0.540 
 ° | 7.1 0.480 0,529 0.418 0.614 0.685 

red 5.6 0,674 0.669 0.835 0,457 0.583 
. li 7,1 0,875 0,925 1,170 0,518 0,755 

Meo | 5.6 0,268 0,272 0,261 0,174 0,240 
MeO- "1 oa | 0,264 | 0296 0,262 «0,174 0,258 

| 4.6 1.600 

K,O 5,6 1,220 1,450 2,672 
7,1 0.835 1,305 1,856 


Zusammenfassung. 


Es wird bei einem Feldversuch die Einwirkung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Bodens auf die chemische Zusammensetzung 
des Goldregenhafers untersucht. Die Pflanzen wurden bei fiinf ver- 
schiedenen Ent wicklungsstadien geerntet. Der Feldversuch gab folgende 
Ergebnisse: 


Die Wasserstoffionenkonzentration tibt eine Einwirkung aus, die 
sich besonders vor und wahrend der Bliite bemerkbar macht. Der 
Hafer wurde bei drei verschiedenen Bodenreaktionen gebaut, namlich 
hei pu 4,6, 5,6 und 7,1. Phosphorsdéure, Kalk und Kali unterliegen 
den gréBten Verainderungen, wahrend Magnesia bei den untersuchten 
Reaktionen merkwiirdig konstant bleibt. Der Gehalt an Gesamt- 
stickstoff ist immer bei neutraler Reaktion am gréBten. Wahrend der 
eifung des Korns scheint der Atherauszug bei schwach saurer Reaktion 
ein Maximum zu haben. Die Alkalinitat der Asche scheint zur selben 
Zeit ein ausgesprochenes Maximum zu haben. 





366 S. Hjorth-Hansen: Bodenreaktion u. chem. Zusammens. d. Hafers. 


Literatur. 
O. Arrhenius, Journ. Gen. Phys., 8. 192. O. Bryan, Soil Science 15, 
23, 1923. Derselbe, ebendaselbst 15, 23, 1923. H. R. Christensen, 


Tidskr. f. Planteavl. 25, 378, 1918. Derselbe, ebendaselbst 30, 265, 1924. 
I.G. Dikussar, Journ. f. Landw. Wissensch. (Moskau) 6, 74, 1929. 
M. Domontowitsch u. G. Abolina, ebendaselbst 1, 513, 1924. Dieselben. 
ebendaselbst 4, 450, 1927. R. Hixon, Medd. f. K. Vetensk. akad. Nobelinst. 
4. 1921. S. Hjorth-Hansen, Meld. f. Norges Landbrukshdiskole 1930. 
D. Hoagland, Journ. Agr. Res. 18, 43, 1919. E. Holzapfel, Landw. Jahrb 


65, 745, 1929. H. Kappen, Die Bodenaziditaét. Julius Springer 1929. 
H. Lundegardh, diese Zeitschr. 149, 207, 1924. — C. Olsen, Medd. f. Carlsberg 
Lab. 16, 1927. H. Oswald, Sveriges allm. Landtbr. sillskaps Schriften 
1926. D. Prianischnikow, diese Zeitschr. 207, 341, 1929. A. Virtanen, 
ebendaselbst 193, 300, 1928. A. Zade, Der Hafer. Jena, Gustav Fischer. 
1918. A. Aslander, Svensk Bot. Tidsskr. 1929, S. 96. 

5 








Vel 
we: 
bes 
sO 

Zel 
ma 
du 
mit 
Ko 
Zu 
wel 
kor 
Ste 
cet 
wil 
Pfl 
ger 
ein 
1aB 
mit 
vel 
det 


Sa 
Sti 
far 
dal 
wai 


SOI 


scl 





rev 





Nag Py rs ‘ * * ‘ * 
Uber die Wirkung der Saponine bei der Schweinemast. 
Von 
K. Scharrer und W. Schropp. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 26. Marz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


A. Einleitung. 


Fr. Boas (1) zeigte in mehreren Arbeiten, da die Saponine infolge 
Veraénderung des kolloiden Zustandes der Lipoidmembran der Zelle eine 
wesentliche Erhéhung der Permeabilitét herbeizufiihren vermégen. Bei 
besonders hochwirksamen Saponinen kann diese Permeabilitétserhéhung 
so stark sein, daB durch weitgehende Zerstérung des kolloiden Baues der 
Zelle deren Tod eintritt, bzw. daB sich Stérungen der Zelltaétigkeit bemerkbar 
machen. Boas wies z. B. nach, daB Saponine die Vergiérung von Zucker 
durch Hefe betraéchtlich férdern. Hingegen fiihren Saponine in Verbindung 
mit Salzen ein- oder zweiwertiger Kationen, falls die Salze in staérkeren 
Konzentrationen anwesend sind, zur Aufhebung jeder Gérung. Durch 
Zusatz eines anderswertigen Kations kann diese Wirkung aufgehoben 
werden, und auch Saéuren vermégen eine Entgiftung der Salz-Saponin- 
kombination herbeizufiihren. Saponine und Aluminiumsalze ergeben eine 
Steigerung der Gérung, die wohl auf die durch Hydrolyse saure Reaktion 
der Aluminiumsalze zuriickgefiihrt werden kann. Durch Nichtelektrolyte 
wird die Saponinwirkung in keiner Weise beeinfluBt. Auch bei héheren 
Pflanzen wurden éhnliche Beobachtungen von ‘dem genannten Forscher 
gemacht. Boas macht darauf aufmerksam, da die Saponin-Salzwirkung 
eine Ahnlichkeit im Aufbau der pflanzlichen und tierischen Zelle erkennen 
laBt, falls man das Verhalten von Hefezellen und Zellen héherer Pflanzen 
mit der Hémolyse der roten Blutkérperchen und der Cytolyse von Infusorien 
vergleicht, wobei in allen Fallen eine kombinierte Saponin-Salzwirkung 
den Zusammenbruch der Zelle erzeugt. 

Neuberg und Sandberg (2) sind bei ihren Versuchen tiber die Wirkung von 
Saponinen auf lebende Hefen zu éhnlichen Ergebnissen gekommen. Beim 
Studium des Einflusses von Saponinen auf die Gaérwirkung von Hefesaéften 
fanden aber Neuberg, Reinfurth und Sandberg (3) bzw. Neuberg und Sandberg, 
daB gewisse Saponine die Garung bei Verwendung lebender Hefe hemmen, 
wahrend sie die Gérung bei Saften deutlich beschleunigen. Es scheint 
somit die Permeabilitétsinderung nicht die alleinige Ursache dieser FEr- 
scheinungen zu sein. 





368 K. Scharrer u. W. Schropp: 


Kofler und Kaurek (4) beobachteten zuerst die interessante Tatsache. 
daB Saponine imstande sind, einzelne Arzneimittel bzw. Gifte vom Darm 
aus leichter resorbierbar zu machen. Die genannten Forscher stellten jm 
Tierversuch fest, daB bei gleichzeitiger Verabreichung von Saponinen di: 
Toxizitét von oral zugefiihrtem Digitoxin und Strophantin erheblich erhéht 


wird. Spéter gelang es Kofler und Fischer (5), diese Erscheinung de: 
Férderung der Darmresorption durch Saponine durch Versuche mit Kurar 
zu bestétigen. Lasch (6) bzw. Berger, Tropper und Fischer (7) zeigten 


daB die Resorption der Calciumsalze durch Saponine erhéht wird, und 
Lasch und Briigel (8) erbrachten den Beweis, daB sich der resorptions 
fordernde Einflu8 der Saponine auch auf Glucose erstreckt. 

Die Wirkung der Saponine bei intravenéser Injektion an Tiere wurd: 
von Kobert (9) und seinen Schiilern studiert. Wahrend intravenés ei: 
gefiihrtes Saponin relativ sehr giftig ist, zeigen perorale Gaben im Vergleic! 
zur intravendésen Einspritzung eine sehr geringe Toxizitaét. Von den meisten 
Saponinen vertragen die Tiere peroral das Hundertfache und dariiber. 
ohne Vergiftungserscheinungen zu zeigen, von jener Menge, die, intravenés 
verabreicht, tédlich sein wiirde (10). Damit wird die von Kobert gefunden: 
Tatsache versténdlich, daB manche seit jeher als Futter- und Nahrungs 
mittel gebrauchlichen Pflanzen Saponine aufweisen (11). Aobert nimmt an, 
dafs die Saponine in diesen Futter- und Nahrungsmitteln mehr als_ blots 
belanglose Bestandteile seien, daB sie némlich wie Gewiirze auf Speiche! 
driisen, Mundschleimhaut, Magen und Darm anregend wirken. Nach 
Kojler (12) ist allerdings die Bedeutung der Saponine eine weitergehende 
als die der Gewiirze, indem nach diesem Forscher wichtige Salze und 
Nahrungsstoffe unter dem Einflu8 der Saponine leichter resorbierbar 
wiirden. Kofler sieht in dieser Hypothese eine neue Méglichkeit zur Ei 
klarung der Bekémmlichkeit des saponinhaltigen Spinats und verwandte1 
Gemiise. Auch die Zuckerriibe ist nach Kobert sehr reich an Saponinen, 
und auf deren Anwesenheit ist das starke Schéumen der Zuckerritibensifte 
beim Einleiten von Kohlenséure bzw. die Schadlichkeit der Zuckerfabrik- 
abwasser fiir Fische zuriickzufiihren. Ebenso sind die Futterriibe sowie die 
Reismelde, die in den Gebirgslandern Siidamerikas gebaut wird und Millionen 
Menschen als Nahrung dient, und viele andere taglich genossene Gemiise- 
pflanzen saponinhaltig (12). Heiduschka und Zywnev (13) weisen darauf 
hin, daB der ,,tiirkische Honig** (Halwa), der im Orient taglich in grohen 
Mengen genossen wird, im wesentlichen aus Zucker, Weinséure und Saponin- 
lésung besteht. 


Man wei8 somit heute, daB der Mensch taglich mit seiner normalen 
Nahrung Saponine aufnimmt, ohne geschaédigt zu werden. Diese Fest 
stellung sowie die bereits geschilderte Eigenschaft der Saponine, die Darm 
resorption zu erhéhen, bewogen Kofler (14), Saponine bei der Schweinemast 
zur besseren Futterausnutzung zu verwenden. Wie Ko/fler mitteilt (14). 
fiitterten schon die alten Agypter die Schweine mit Cyclamenknollen, und 
nach T'ufanow (15) ist es eine uralte Erfahrung, daB Schweine Cyclamen 
knollen mit Vorliebe fressen und dabei ganz gesund bleiben, weshalb 
Cyclamin auch in den meisten Sprachen als ,,.Schweinebrot* bezeichnet 
wird. Fiir die Landwirtschaft ist von den saponinhaltigen Pflanzen ins 
besonders die Kornrade von Wichtigkeit, iiber deren Beurteilung allerdings 
die einzelnen Forscher sehr verschiedener Meinung sind (15a). Nach 
Brandl (16) erkrankten Schweine nach einer Gabe von 7 bis 9 g Kornrade 
pro 1 kg Korpergewicht, nach Wiessner (17) waren 100 g Kornrade je Tier 
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Kornauth und Arche (18) berichten, daB eine monate- 
Kornrade bei Schweinen keine 
dafi der Saponin 


d Tag ungiftig. 
nge Verabreichung von Futter mit 40°, 
hadliche Wirkung hervorrief, wobei zu beachten ist. 
halt der Kornrade ungeféhr 6°, betragt. Auch AKobert (19), der anfanglich 
lie Ansichten tiber die Unschadlichkeit kleiner Mengen Kornrade  scharf 
ekampfite, hat sich spater dahin ge&éuBert, daB ,.fiir das Schwein, das 
Wild und die pflanzenfressenden Haustiere eine Anzahl saponinhaltiger 
flanzenteile bei verstaéndiger Darreichung sich als sehr niitzliche Futter- 
mittel jahraus, jahrein erwiesen haben". 


Auf Veranlassung Koflers (14) wurden einige Fiitterungsversuche mit 
Saponinbeigabe ausgefiihrt, und zwar zwei Versuchsreihen in Vorarlberg 
Dornbirn) und eine Versuchsreihe in Deutschland. Um einen Einblick in 
diese Versuche zu gewinnen, seien sie in den EKinzelheiten nach dem Bericht 


Koflers wiedergegeben. 


.. Versuch 1. Je zehn Schweine von gleichem Alter und ungeféhr gleichem 
Gewicht und Ernahrungszustand wurden mit der gleichen Menge normalen 
Futters gefiittert. Die eine Gruppe bekam unter das Futter eine kleine 
Menge Saponin gemischt, die andere Gruppe blieb saponinfrei und diente 
Es wurde Saponin pur. albiss. Merck 0,2 bis 0,5 je Tag und 
Beide Gruppen wurden woéchentlich gewogen.“* 


zur Kontrolle. 
lier gegeben. 


Je zehn Tiere. 





es ‘ ener Saponin 

Kontrolle Versuch ie Tier und Tag 
ke kg g 
207 206 0,2 
225 226 0,3 
240 246 0.4 
ISN 300 0.5 

.. Versuch 2 wurde in derselben Weise wie Versuch | mit je fiinf Tieren 


angestellt, nur mit dem Unterschied, dali die Tiere nicht die normale zu- 


gemessene Menge Futter erhielten, sondern soviel 


wie sie fraBen. 


Dabei 


zeigte sich, daB die Saponintiere etwas mehr Futter verbrauchten als die 


Tiere ohne Saponin. 
tiere eine noch gr6éBere als ih Versuch 1. 


Merck.* 


Je fiinf Tiere. 





.. Versuch 


Kontrolle Versuch ie Ther ond Tee 
kg kg g 
118 121 0.3 
127 136 05 
137 149 05 
235 260 0.5 


In diesem Falle war die Mehrzunahme der Saponin- 
Verwendet wurde Saponin depurat. 


3 wurde in Deutschland an einer Zuchtanstalt mit je zwei 


Schweinen in derselben Weise wie Versuch 


1 durchgefiihrt. 


Die Versuchs- 


tiere erhielten je Tier und Tag je | g Saponin pur. albiss. Merck.‘ 
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Je zwei Tiere. 





Datum Kontrolle Versuch 
1927 Pfund Pfund 
16. Tf. 99 90 
24. Ii. 102 108 
5. IIL. 126 136 
15. IIT. 142 162 
25. Ill. 156 188 
6. 1V. 184 216 
19. IV. 212 242 
- * 264 320 


. Die mit Saponin gefiitterten Tiere zeigten in diesen Versuchen ein 
bedeutend raschere Gewichtszunahme als die Tiere ohne Saponin. 1) 
Saponintiere machten einen gesunden, vielfach frischeren und lebhafter: 


Eindruck als die Kontrolltiere. Irgendwelche Schaidigungen konnten nich! 


“é 


Kofler weist darauf hin, daB die beobachtete Wirkun, 
der Saponine an die der sogenannten wachstumsférdernden Vitamine 1 
innert. Bei der groBen Verbreitung der Saponine sei daher die Méglichk 

nicht von der Hand zu _ weisen, daB viele vermeintliche Vitami: 
wirkungen auf Saponine zuriickzuftibren sind. 


festgestellt werden. 


B. Die Versuche. 

Bei der groben Bedeutung aller Fortschritte auf dem Gebiet de: 
Fitterung der landwirtschaftlichen Nutztiere fiir unsere Ernahrung e1 
schien es angezeigt, die Wirkung der Saponine bei der Schweinemast 
an Versuchen zu studieren. 

Dem Versuch lag folgende Fragestellung zugrunde: Welchen Ein 
flu8 tibt eine durch langere Zeit verabreichte Beifiitterung kleine: 
Saponinmengen aus: 

1. auf den Gesundheitszustand der Tiere; 

2. auf die Zunahme des Kérpergewichts. 

Der Versuch umfaSte acht Tiere des veredelten Landschweines, welch 
aus dem Tierbestand des Staatsgutes Weihenstephan unter mdglichste: 
Beriicksichtigung gleicher Gewichtsverhaltnisse ausgesucht wurden. — Di 
Tiere hatten ein Alter von 4!. Monaten. Die Einteilung der Tiere in di 


beiden Gruppen und die Gewichte sind aus der Tabelle | zu entnehme: 


Tabelle I. Einteilung der Versuchstiere. 





Gruppe II, ohne Saponin Gruppe I, mit Saponin 
i Gewicht as Gewicht 

Nr. ney Nr. we 
383,10 47,50 374/7 44,00 
383/2 39.00 383.6 43,00 
387/4 38,50 383/5 37,50 
3748 37,00 374/2 37,00 
162,00 161,50 


Durchschnittsgewicht: 40,50 Durchschnittsgewicht: 40,37 
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samtliche 
Gersten-, 


Das Grundfutter fir 
K.artoffeln, Buttermilch, Hafer- und einem 
Mischungsverhaltnis von 1:1: 1, Fisch- und Fleischmehl im Gemenge 1: | 

wwie Futterkalk. Es wurden je Tier und Tag folgende Mengen verabreicht : 
5kg Kartoffeln, 2,5kg Buttermilch, 0,750 kg Schrotmischung, 0,25 kg 
Fisch- und Fleischmehlgemenge und 0,020 kg Futterkalk. Trankwasser 
stand den Tieren in beliebiger Menge zur Verfiigung. 

Das Versuchsfutter bestand genannten Grundfutter und 
einer Beigabe von 0,25 g Saponin je Tier und Tag. Als Saponin wurde 
.Saponinum purum album Merck** verwendet, das nach Ko/fler das 
fiir wissenschaftliche Zwecke am meisten angewandte Saponinpraéparat ist 


Gruppen bestand aus gedampften 


Roggenschrot in 


aus dem 


das 


und im wesentlichen auch von ihm, wie oben geschildert, verwendet wurde. 
Es war von weiber Farbe, hatte einen Aschengehalt von 2.79°, und war 
vollkommen im Wasser léslich. Das Praparat wird nach Angabe der Firma 
Merck aus der levantinischen Seifenwurzel dargestellt. Doch mu 
sich klar sein, dai es sich um keine vollstandig chemisch reine Substanz 
handelt. 


Je Tier und Tag wurden 0,25 g Saponin verabreicht. 


main 


Die Tiere waren 
entsprechend ihrer Einteilung in die beiden Versuchsgruppen in 
Buchten untergebracht. Das Futter wurde taglich fiir jede Gruppe getrennt 
Gefiittert wurde taglich zweimal, und zwar um 6!, Uhr und 


Zwel 


abgewogen. 
um 16 Uhr. Das Futter wurde in Form eines festen Breies den Tieren vor 
Die Futteraufnahme war sehr gut. Das Saponin wurde jedem Tier 
der Versuchsgruppe einzeln in einer gedimpften Kartoffel verabreicht. 


gelegt. 


Von saimtlichen Futtermitteln wurden Gesamtnahrstoffanalysen vor- 
genommen, die Ergebnisse sind in der Tabelle 11 zusammengestellt. 

Die Versuchstiere wurden ab 28. April 1930 in den beiden Gruppen 
zusammengehalten, und es wurde am 30. April 1930 mit der Verab- 
reichung von Saponin begonnen. Die Tiere nahmen das Saponin ungern 
an, und es dauerte 6 Tage, bis sie sich daran einigermaben gewohnt hatten. 


Tabelle II. Untersuchungsergebnisse der Futtermittel. 











N-freie Ver- 
‘ Art de r H20 Asche sei og ied a. 4 llches P,O5 CaO | Natl 
Futtermittel] stoffe Eiweif 
0 9/9 0 Plo . 
Gerstenschrot 17,75 2.76 12,94 0,93 4.55 61,07 9,18 — 
Hafersechrot . . 17,18 2.88 12.31 2,63) 11,41 53,59 9,28 
Roggenschrot 17,19 1,81 13,25 1,02 3,10 63,63 10,10 oo 
Kartoffeln 7846 1,00 1,80 0.10 0,75 17,89 0.80 ~ 
suttermilch 2,69 — 
'leischmehl 12,96 14,80 65,31 7,99 48.81 569 6,16 2,56 
Fischmehl . 14,04 17,52 62.75 5,45 47.69 4,32 3,79 5.41 


Zwischen den Tieren der beiden Gruppen waren wahrend det 


gesamten Dauer des Versuchs keinerlei Unterschiede im Gesundheits- 


zustand festzustellen. 
Verfassung. 


Trankwasser auf als die Kontrolltiere. 


Die Tiere waren gesundheitlich in sehr guter 
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Die Tiere der Saponingruppe nahmen wesentlich mehi 
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Die Tiere wurden wahrend des Versuchs alle 14 Tage vor den 
Fiittern gewogen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle II] zusammen 
gestellt. 

Tabelle Ill. 


Gewichte der Versuchstiere. 





Gruppe Il, ohne Saponin Gruppe I, mit Saponin 

Datum der ————_ —- ee - - 
Wagung Gesamtgewicht —~ Gesamtgewicht a 

1930 kg kg kg kg 
28. IV. 162,00 40.50 161,50 40,37 
i Y. 190,50 47,62 192,00 48,00 
a 220,50 55,12 222,50 55,62 
3 oe 250,50 62,62 249,00 62,25 
25. VI. 293,25 73,25 277,00 69,25 
9. VII. 316,00 79,00 305,50 76,37 
21. VII. 346,00 86,50 326,00 §1,50 


Die Durchschnittsgewichte je Tier einer Gruppe zu den einzelnen 
Wagezeiten sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. 
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In der Tabelle IV sind die Gewichte der Tiere bei Versuchsanfang 
und Versuchsende, die gesamte Zunahme, die tagliche Zunahme sowie 
der Kraftfutterverbrauch je Kilogramm erzeugten Lebendgewichts zu- 
sammengestellt. 

Tabelle IV. 


Durchschnittsgewichte der einzelnen Gruppen. 





Jeden Tieres Kraftfutter- 
Verhiltnis- | verbrauch 
ie Gesamt- Tigliche zahlen. je kg 
Gruppe Re Anfangs- End- zunahme, Zunahme ohne erzeugten 
% || gewicht | gewicht Saponin Lebend- 
= 100 gewichts 
| ke kg || ke £ kg 


| 
1] 


II johneSaponin) 40,50 | 86,50 | 46,00 | 547,61 | 100,00 1,863 
I | mit Saponin| 40,37 | 81,50 | 41,13 | 489,64 | 8941 | 2,083 
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Wirkung der Saponine bei der Schweinemast. 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die beste tagliche Zunahme 
bei der Kontrollgruppe erzielt wurde. Durch die Saponingabe wurde 
der tagliche Zuwachs verringert. Der Kraftfutterverbrauch war bei 
der Saponingruppe héher als bei der Kontrollgruppe, eine bessere 
futterverwertung wurde demnach bei diesem Versuch durch eine 
Saponinbeigabe nicht erreicht. 

Es war urspriinglich unsere Absicht gewesen, die Fiitterungs- 
versuche mit Saponin bei entsprechend positivem Verlarf mit der 
doppelten Menge (0,5 g) an beigefiittertem Saponin bzw. spater auch 
noch mit saponinhaltigen Futtermitteln in einer weiteren mehr- 
monatigen Fiitterungsperiode fortzusetzen. Der negative Verlauf der 
Versuche bewog uns aber zur Einstellung der Versuche, um so mehr, 
als 4uBere Griinde deren Fortsetzung fast zur Unméglichkeit machten. 

Immerhin erscheint es uns bei der Wichtigkeit der Frage notwendig, 
daB ahnliche Versuche an méglichst vielen Stellen wiederholt werden, 
weil es natiirlich verfriiht ware, wegen unseres negativen Ergebnisses 
die Frage der Verfiitterung von Saponinen tiberhaupt als abgetan zu 
erledigen, zuma] die physiologische Wirkung sicher vom Beifutter abhangt. 


C. Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es wurde ein Mastversuch bei Schweinen durchgefiihrt, welcher 
den EinfluB einer Beifitterung von 0,25 g Saponin (Saponinum purum 
album Merck) je Tier und Tag auf den Gesundheitszustand, die Ge- 
wichtszunahme und die Futterverwertung bei mehrmonatiger Ver- 
abreichung prifen sollte. 

2. Ein nachteiliger EinfluB auf den Gesundheitszustand der Tiere 
durch die Saponinbeigabe konnte nicht festgestellt werden. Die mit 
Saponin gefiitterten Tiere nahmen wesentlich mehr Trankwasser auf 
als die Kontrolltiere. 

3. Die tagliche Gewichtszunahme und der Kraftfutterverbrauch 
je Kilogramra erzeugten Lebendgewichts twurden durch die Saponin- 
beigabe ungiinstig beeinfluBt. Die Durchschnittsgewichte der Tiere 
der Gruppe mit Saponin zur Kontrollgruppe verhielten sich wie 
89,41: 100. Der Kraftfutterverbrauch je Kilogramm erzeugten Lebend- 
gewichts war in der Kontrollgruppe 1,863 kg, in der Gruppe mit 
Saponinen 2,083 kg. 

4. Unseres Erachtens ware es aber verfriiht, wegen dieser bei uns 
gefundenen negativen Ergebnisse den Vorschlag Kojlers, Saponin bei 
der Schweinemast beizufiittern, ohne weiteres verwerfen zu wollen. 
Zur endgiiltigen Klairung dieses Fragekomplexes halten wir weitere 
Versuche mit verschiedenen Mengen von Saponinen fiir unbedingt 
notwendig, da bei derartigen Fragen natiirlich alle méglichen Faktoren 


beriicksichtigt werden miissen. 
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Uber das Verhalten verschiedener organischer 


Stickstoffverbindungen in der Kalischmelze und iiber einen 
Apparat zur Bestimmung dabei auftretender fliie htiger Basen. 


Von 
Regine Kapeller-Adler. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 26. Mdrz 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die bei der Verseifung stickstoffhaltiger Extrakte tierischer oder 
pflanzlicher Herkunft mit starken Alkalien entstehenden Basen er- 
lauben oft wichtige Riickschliisse auf den Charakter der Bestandteile 
dieser Extrakte. Die meisten dieser Verseifungsprozesse sind jedoch 
sehr langwierig und nehmen haufig viele Tage in Anspruch. 

Es lag nahe anzunehmen, dab derartige Verseifungsvorginge durch 
den Ersatz der wésserigen Alkalien durch geschmolzene und durch 
Steigerung der Temperatur wesentlich abgekiirzt werden koénnten. 

Zunaichst muBte ein Apparat konstruiert werden, welcher eine 
schnelle und méglizhst quantitative Abspaltung und Bestimmung von 
Ammoniak und Alkylaminen — um diese Basen handelt es Sich ja vor 
allem bei der Verseifung von stickstoffhaltigen Extrakten im alkalischen 
Medium — mittels schmelzender Alkalien gestattet. 

Diesem Problem wurde durch folgende Methodik Rechnung ge- 
tragen. Das Prinzip der letzteren beruht darauf, dab die stickstoff- 
haltige Untersuchungssubstanz in einem eigens zu diesem Zweck her- 
gestellten Messingapparat mit einem im UberschuB vorhandenen Ge- 
menge von festem Atzkali und Atznatron auf 220 bis 280° erhitzt wird 
und die hierbei abgespaltenen Basen wie Ammoniak oder Alkylamine 
durch einen kraftigen Luftstrom in die mit gemessenen tiberschiissigen 
Mengen n/10 Saure versehenen Vorlagen getrieben werden. Nach be- 
endeter Reaktion wird der Uberschu® der n/10 Séure mit n/10 Lauge 
zurucktitriert. 

Nun mége die Beschreibung der Apparatur folgen: 





“ag, 
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Der eigentliche Apparat A}, in welchem die Kalischmelze ausgefii! 
wird, besteht aus einem GefaB aus Messing von 2mm Wandstarke. 25 n 
Lumen und etwa 10cm Héhe. Am oberen AuBenrand tragt das Geta 
ein Gewinde. JD stellt einen auf das GefaB A aufschraubbaren, in der Mitt: 
kreisf6rmig ausgeschnittenen Deckel dar, welcher auf der Innenseite ei 
Gewinde tragt und auf A durch Dazwischenschaltung der Metalleinlage £ 
gasdicht aufgesetzt werden kann. Diese Metalleinlage wird von zwei Messin 
rohren von 3mm Lumen, dem Einleitungsrohr R, und dem Ableitun, 
rohr PR, durchstoBen. Beide Réhren sind eingelétet und werden durch d 
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Abb. 1 
zu diesem Zwecke ausgeschnittenen Deckel )) durchgesteckt. fF, reicht 


6cm in das Gefa8 und miindet frei, R, reicht nur | em von der Metal! 
einlage # abwarts und miindet ebenfalls frei. Oberhalb des Deckels ragen 
die beiden Réhren 10 cm aufwarts und sind durch zwei Oliven, welche zu 
Aufnahme der Schlauche dienen, abgeschlossen. 

In der Mitte wird die Einlage E vom Messingrohr H durchstoBen. 
welches oben offen, unten geschlossen ist und ein Lumen von 8 mm lx 
sitzen mu. da es als Hiilse fiir das Thermometer 7’ dient. Uber den Decke! 
des Apparats wird eine in der Mitte ausgeschnittene Asbestplatte A 1’ 
gestiilpt, um die Schlauche vor dem Anbrennen zu schiitzen. 

Die Waschflasche W ist mit verdiinnter Schwefelséiure zwecks Reiniguny 
der eintretenden Luft von Ammoniak beschickt. Die Réhren U, und / 
werden mit Watte gefiillt und sollen das Uberspritzen von Fliissigkeit 1) 
den Schmelzapparat bzw. in die Vorlagen verhindern. 

Die Vorlagen |’, und V, werden mit gemessener n/10 Séure und wenige! 
Tropfen Methylrot versehen. Die Vorlage V, ist mit destilliertem Wasse! 
und einem Tropfen Methylrot beschickt und dient bloB als Sicherheits 
flasche, um Verluste durch eventuelles UberreiBen der Séure aus V, und | 
in die Pumpe zu vermeiden. Sémtliche Verbindungen werden durch dick 
wandige Gummischléiuche bewerkstelligt. 


1 Der Apparat wird vom Universitaétsmechaniker Franz Castagn 
Wien IX, SchwarzspanierstraBe (Physiologisches Institut), hergestell' 
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sgefiihrt Die Erhitzung ist eine direkte und wird durch den regulierbaren, mit 
25 m: einem Dach versehenen Brenner B besorgt. 

5 Geta Die Leistungsfahigkeit dieses Apparates wurde an verschiedenen Test- 
or Mitt ibstanzen erprobt und befriedigend gefunden. 

pite ¢ 

nlage E Da dieser Apparat in erster Linie der Untersuchung biologischen 
Tessiny Materials dienstbar gemacht werden sollte, war es von Interesse, das 
= Verhalten verschiedener physiologisch wichtiger Substanzen, welche 
ren der 


Bausteine tierischer und pflanzlicher Stoffe darstellen, der Kalischmelze 
vegentiber zu studieren. 

Worin besteht nun das Wesen der Kalischmelze? Der Haupt- 
sache nach handelt es sich hierbei um eine durch Zersetzung des Wassers 
bedingte gleichzeitige Sauerstoff- und Wasserstoffentwicklung. Die 
Wirkung der Kalischmelze kann somit eine oxydierende oder eine 
reduzierende sein, manchmal kommen beide Wirkungen zur Geltung. 

Bei der Verseifung der meisten stickstoffhaltigen organischen 
Substanzen mittels schmelzender Alkalien kommt es darauf an, den 
Stickstoff zu Ammoniak zu reduzieren. Es wird also bei dieser Methode 
] nur die Reduktionskraft der Kalischmelze Verwertet, und in manchen 
Killen ist es notwendig, die gleichzeitige Sauerstoffwirkung der Kali- 
beets schmelze, welche der Reduktion entgegenarbeitet, durch geeignete Zu- 
sitze zu paralysieren. Zur genauen Untersuchung wurden verschiedenen 
Gruppen zugehérige Stoffe der Kalischmelze unterworfen. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung seien in der folgenden Tabelle 
reicht 
Metal! 


. Tagen 


zusammengefaBt. 

Entsprechend diesen Ergebnissen kommt man zu dem Schlub, 
daB nicht alle stickstoffhaltigen Stoffe sich in der Kalischmelze voll- 
kommen gleichartig verhalten, ja es treten sogar innerhalb der gleichen 


he zur 


toBen, Gruppe groBbe Unterschiede auf. 
im be In der Aminosdurengruppe spalten die meisten untersuchten Stoffe 
Decke! 


Pp bis auf Leucin, Lysin und. Taurin ihren Stickstpff quantitativ ab. 
CS 4 


Ebenso verhalten sich die ,7rimethylaminderivate, wie Betain, Cholin 
a und Neurin, welche Substanzen mit geschmolzenen Alkalien behandelt, 
i FF ihren Stickstoff in Gestalt von Trimethylamin vollkommen abgeben. 
<eit in Dagegen halten Harnstoff, Kreatin und Kreatinin wie auch die Purine 
Harnséure, Guanin und Kaffein einen Teil ihres Stickstoffs hart- 
enige! nickig zuriick. Das Glucosamin liefert in der Kalischmelze quantitative 
Vasset Ergebnisse. Ebenso konnte beim Adrenalin, Coniin und Morphin mit 
rheits 
ind 1, ) 


| dick 


schmelzenden Alkalien eine quantitative Stickstoffabspaltung erzielt 





werden. Histidin und Histamin jedoch, sowie das Prolin und Tryptophan 
verhielten sich der Kalischmelze gegeniiber ziemlich resistent. 

Welche Griinde kénnten nun fiir das verschiedene Verhalten vieler 
tagni, stickstoffhaltiger organischer Verbindungen in der Kalischmelze vor- 
stellt gebracht werden ? 
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Tabelle. 





Gruppe 


Aminosauren und 
Derivate 


Trimethylamin- 
derivate 


Harnstoff- und 
Guanidinderivate 


Purine 


Hexosamine 


Pyrrolidinderivate 


Imidazolderivate 


Indolderivate 
Alkaloide 


1 Bei Stoffen, welche 
wurde letztere zwecks Erhihung ihrer Reduktionskraft mit Zusiitzen wir 


oder Zink versehen. 


Untersuchte Stoffe 


Glykokoll 
Alanin 
Amidovaleriansaure 
Leucin 
Argininkarbonat 
Lysindichlorhydrat 
Asparaginsaure 
Taurin 
Cystin 
Hippursaure 
Tyrosin 
Adrenalin 


Betainchlorhydrat 
Cholinchloroplatinat 
Neurinchloroplatinat 


Harnstoff 
Kreatin 
Kreatinin 


Harnsiure 
Guaninchlorhydrat 
Kaftein 
Glukosaminchlorhydrat 
Prolin 


Histamindichlorhydrat 
Histidinmonochlorhydrat 


Tryptophan 


Coniinbromhydrat 
Morphin 


in der Kalischmelze nicht il 


Maximale Abspaltung des Stickstoft 


Ohne Zusatz 


quantitativ 


26,64 °% 


quantitatiy 


quantitatiy 


61,43% 
69.67% 
68.34% 


59,53% 


43.47%, 
19.85°%, 
$1,57% 


iren gesamten 


Mit Zusatz! 


quantitativ 
45,61% 
quantitatiy 
76,76° 
quantitariy 
79,02 % 
uantitatiy 


quantitatiy 


quantitativ 
84,01 % 
78,26 
70,385 % 
70,81°, 
53,23 % 
81,42 % 

quantitativ 
65,90°, 
56,92 % 
43,94° 
52,23 % 

quantitativ 


Stickstoff abgelb: 
Kaliumsulfit, Eiser 


rs ‘ m . . - 
Uberblickt man die Reihe der Substanzen, welche mit geschmolzenen 


Alkalien nur teilweise ihren Stickstoff abspalten, so findet man, dal 
es sich hierbei vor allem um Stoffe, denen stickstoffhaltige Rings ystem 
zugrunde liegen, handelt. Als solche sind die Imidazolderivate, das 
Histamin und Histidin, der Pyrrolidinabkémmling, das Prolin, das 


Indolderivat, Tryptophan und die Purine zu nennen. 


Das Kreatinin enthalt iibrigens auch einen stickstoffhaltigen Ring, 
Dab das 
Kreatin ebenfalls nur teilweise seinen Stickstoff abgibt, ist scheinba: 
darauf zuriickzufiihren, daB es in der Kalischmelze in Kreatinin tibergeht 

Isozyklische stickstoffhaltige Stoffe, bei denen sich der Stickstoff 
also nicht im Ring befindet, geben bei der Behandlung mit schmelzende: 


der in der Kalischmelze nicht vollkommen aufspaltbar ist. 
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\Ikalien ihren ganzen Stickstoff, wie es sich einwandfrei aus der Unter- 
suchung von Hippursdéure, Tyrosin und Adrenalin ergibt, ab. 

Das Piperidinderivat Coniin und das Phenanthrenderivat Morphin 
spalten mit geschmolzenen Alkalien den gesamten Stickstoff ab. 

Auffallend ist das Verhalten von Harnstof/f gegeniiber der Kali- 
-chmelze. Die konstant trotz verschiedener Zusatze zu niedrig liegenden 
Resultate lassen sich vielleicht nur dahin erkléren, dal} wahrend der 
Kalischmelze cyansaures bzw. cyanursaures Alkali entstehen, welch 
letzteres laut Angaben der Literatur selbst bei Rotglut unzersetzt bleibt. 

Beim Leucin und Lysin kann es in der Kalischmelze vielleicht 
zu Ringschliissen kommen. 
Schwer verstandlich ist dagegen das resistente Verhalten des 7'aurins. 
Bei allen oben erwahnten Stoffen, welche mit geschmolzenen 


Alkalien nur teilweise ihren Stickstoff abspalten, konnten wie es 
aus der Tabelle klar hervorgeht durch Verwendung passender 


reduzierender Zusatze, wie Kaliumsulfit, Zinkstaub oder Eisenpulver 
viel h6here, in manchen Fallen der Theorie sich nahernde Resultate 
erzielt werden. 


Es soll hier nicht unerwaéhnt bleiben, daB, wie bekannt, Varrentrap 
und Will' im Jahre 1841 eine Methode zur quantitativen Stickstoff- 
bestimmung in organischen Substanzen ausgearbeitet haben, deren Grund- 
lage die Zersetzbarkeit dieser Stoffe mit Natronkalk bei Rotgluthitze und 
die Bestimmung des gebildeten Ammoniaks als Platindoppelsalz bildet. 
Das Verfahren ist ziemlich umsténdlich, weil die Verbrennung in einer 
langen, mit Natronkalk gefiillten Réhre vorgenommen werden muB, soll 
aber den Autoren zufolge gute Resultate liefern. 

Es wurde nun in der vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen, 
entsprechend der Methode von Varrentrapp und Will das Gemenge von Atz- 
kali und Atznatron durch Natronkalk zu ersetzen, jedoch unter Einhaltung 
der Temperatur der Kalischmelze. Die bei dieser Versuchsanordnung er 
zielten Ergebnisse blieben die gleichen wie bei der Verwendung des Atzkali- 
\tznatrongemisches. Bei der Temperatur von 220 bis 280° bietet also der 
Natronkalk gegeniiber dem cben erwahnten Gemisch keinen Vorteil. Von 
der Anwendung héherer Temperatur, z. B. Rotgluthitz@, wie sie Varrentrapp 
und Will vorschreiben, wurde hingegen Abstand genommen, da grober 
Wert auf die Erhaltung der Alkylamine gelegt wird und es bekannt ist, 
daB die letzteren insbesondere das Trimethylamin bei Rotgluthitze zersetzt 
werden. Ubrigens ist die Varrentrapp-Willsche Methode 6fters? angegriffen 
worden. So geben Ritthausen und Kreusler beim Leucin, Salkowski beim 
Alakreatin, Seegen und Nowack bei der Kynurenséure, Strecker, Rathke bei 
den Guanidin- und Biguanidverbindungen und schlieBlich viele Autoren 
bei EiweiBstoffen an, zu wenig Stickstoff gefunden zu haben. Die Methode 
von Varrentrapp und Will ist durch das Dumassche und das Kjeldahl- 
Verfahren ganz verdraingt worden und ist nunmehr vollends in Vergessen- 
heit geraten. 


1 A. 3, 267, 1841. 
* Dennstedt, Entwicklung der organischen Elementaranalyse 8. 48, 1899. 
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Der oben beschriebene Kalischmelzapparat eignet sich somit gut zu: 
raschen Ausfiihrung von Kalischmelzen stickstoffhaltiger organische; 
Substanzen und ermdglicht die Erzielung quantitativer Ergebniss« 
sofern die Untersuchungssubstanz in der Kalischmelze ihren Stickstoft 
vollkommen abgibt. 

Ubrigens kénnte die genannte Apparatur zur Konstitutions 
ermittlung unbekannter stickstoffhaltiger organischer Stoffe insofern 
herangezogen werden, als doch die in der Kalischmelze in Freiheit 
gesetzten fliichtigen Basen durch den kraftigen Luftstrom in die Vor 
lagen mit Séure getrieben, hier vollkommen absorbiert werden und 
eingeengt als Salze der betreffenden Saure leicht identifiziert werden 
k6nnen. 

Als solche wiirden sie einigermaBen Riickschliisse auf die Natu 
des untersuchten Stoffes erlauben. Auch der Kalischmelzriickstand 
ist bei dieser Apparatur leicht zuganglich und kann ohne Schwierigkeiten 
quantitativ herausgelést werden. 


Methodisches. 
Ausfiithrung der Kalischmelze. 

Vor Beginn der Bestimmung wird die Waschflasche W zwecks Reinigunyg 
der eintretenden Luft von Ammoniak mit verdiinnter Schwefelséure und 
die Réhren U, und U, mit Watte beschickt. Hierauf fiillt man die Vor 
lagen V, und I’, mit tiberschiissiger, genau eingestellter n/10 Séure unter 
Zusatz einiger Tropfen Methylrot als Indikator, und zwar soll V, zwei Drittel 
und JV, ein Drittel der gesamten vorzulegenden n/l10 Séure enthalten 
In beiden Vorlagen wird die Séiure mit destilliertem Wasser auf etwa 50 ccm 
verdiinnt. Die Vorlage V, spielt lediglich die Rolle einer Sicherheitsflasche 
und wird blo8 mit destilliertem Wasser, welchem | bis 2 Tropfen Methylrot 
beigegeben werden, beschickt. 

Die Vorlagen werden nun miteinander mittels dickwandiger Gummi 
schléiuche, welche jedesmal vor Beginn der Bestimmung mit etwas Glycerin 
befeuchtet werden, verbunden. 

Samtliche Schliffe der Vorlagen, der Waschflasche und der U-Réhren 
werden glaichmaBSig mit Vaseline eingerieben. 

Nun wird der Kalischmelzapparat beschickt. Die analysenreine, sorg- 


faltig getrocknete Substanz wird eingewogen die Einwage kann zwischen 
20 und 100 mg schwanken und auf eine im Apparat bereits befindliche 


Schicht des Atzkali-Atznatrongemisches gebracht. Fiir die Kalischmelze 
wird Mercks reinstes Atzkali und reinstes Atznatron, beide in Platzchenform, 
verwendet, und zwar braucht man insgesamt je nach GréBe 10 bis 20 Platz 


chen Atzkali (etwa 3.5 g) und 5 bis 8 Platzchen Atznatron (etwa 2 g). 


Die Substanz wird mit dem iibrigen Teil des Atzkali-Atznatrongemisches 
iiberdeckt, die Masse mit etwas destilliertem Wasser angefeuchtet und mit 
1 bis 2 Tropfen Paraffin zwecks Verhiitung des Schaiumens versehen. Dann 
wird der Apparat nach sorgfaltigem Bestreichen beider Gewinde mit 
Vaseline durch Aufschrauben des Deckels verschlossen und mit den beide: 
U-R6éhren durch Schlauche verbunden. SchlieBlich wird das Thermomete: 
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die Hiilse H gesteckt, die Vorlage V,; an die Wasserstrahlpumpe an 
veschlossen und ein ziemlich kraéftiger Luftstrom durch die Apparatur 
veschickt. 

Man beginnt hierauf mit dem Erhitzen, indem man einen regulierbaren 
Brenner mit einer kleinen, eben entleuchteten Flamme unter den Kali- 
chmelzapparat setzt. Die Erhitzung mu unbedingt eine gleichmaéBige 
sein. Urspriinglich wurde zu diesem Zwecke ein Paraffinbad verwendet. 
es zeigte sich aber bald, daB man das Bad vollkommen durch direktes 
Erhitzen mit einem Brenner ersetzen kann, sofern man durch Aufsetzen 
eines Daches auf den Brenner fiir eine konstante Flamme sorgt. Die Tem 
peratur steigt langsam, wobei bei etwa 100° Wasserdampf entweicht, sich 
kondensiert und in der Kugel A ansammelt. Zwischen 180 und 220° beginnt 
die Zersetzung der Substanz, kenntlich daran, da} gasférmige Zersetzungs 
produkte der letzteren, wie Wasserstoff oder Kohlenwasserstoffe, welche 
dureh die Séure nicht absorbiert werden, entweichen. 

Das Auftreten dieser Gasentwicklung gibt den Anfang, das Aufhéren 
derselben das Ende der Zersetzung der Substanz an. Man kann die Tem 
peratur bis 280° steigen lassen, jedoch nicht viel héher, weil die Kalischmelze 
bei méglichst tiefer Temperatur ausgefiihrt werden soll. 

Nach Aufhéren der Gasentwicklung wird der Brenner abgedreht, und 
der Luftstrom durch stérkstes Aufdrehen der Wasserstrahlpumpe auf das 
Maximale gesteigert, um sémtliche Reste der fliichtigen Basen in die Vor 
lagen iiberzutreiben. Die Absorption des Ammoniaks und der Alkylamine 
ist eine derartig heftige, daB man ganz unbesorgt einen sehr starken Luft- 
strom die Apparatur passieren lassen kann, ohne Verluste befiirchten zu 
mussen. 

Wenn das Thermometer 7’ Zimmertemperatur anzeigt, wird die Ver- 
bindung zwischen Ul’, und V, vorsichtig gelést. Dann werden die Ver- 
bindungsstiicke zwischen den einzelnen Vorlagen entfernt, der Inhalt von 
V, und V, in einen 300-cem-Erlenmeyerkolben hirfiibergespiilt und die 
Vorlagen solange mit destilliertem Wasser nachgewaschen, bis die Wasch- 
fliissigkeit nicht mehr kongosauer reagiert. Nun wird zur Vertreibung von 
Kohlenséure bis zum Kochen erhitzt und in der heiBen Lésung der Uber- 
schuB an n/10 Saéure mit genauer n/10 Lauge zurticktitriert. 

Beziiglich der Dauer der Bestimmung ist hervorzuheben, daB bei den 
meisten Substanzen die Zersetzung durch die Kalischmelze innerhalb von 
20 bis 30 Minuten beendet ist. Das Erkalten der Kalischmelze auf Zimmer- 
temperatur nimmt weitere 10 Minuten in Anspruch. 

Bei Substanzen, welche unter Zusatz von reduzierenden Stoffen b« 
stimmt werden miissen, verfahrt man folgendermaBen: Die eingewogene 
Substanz kommt zuniachst in ein .,Mischréhrchen*, wie es fiir die Mikro 
Dumasbestimmung nach Pregl! verwendet wird und wird hier mit fein 
gepulvertem Kaliumsulfit oder Eisenpulver oder Zinkstaub bedeckt, dann 
wird das Réhrchen mit einem porenlosen, allseits genau schlieBenden Kork 
verschlossen und geschiittelt. Hierauf wird der Inhalt des Mischréhrchens 
in den Kalischmelzapparat auf eine Schicht des Atzkali-Natrongemisches 
gebracht und das Réhrchen zwei- bis dreimal mit dem betreffenden Zusatz 
mittel ausgewaschen. Insgesamt braucht man etwa 1.5g von dem be 
treffenden Reduktionsmittel. Auf die mit dem Zusatzmittel vermengte 


' Quantitative organische Mikroanalyse, II]. Aufl., 1930, S. 110. 
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Substanz kommt nun wieder eine Schicht des Schmelzgemisches. Im 
iibrigen bleibt das Verfahren das gleiche wie es oben beschrieben wurde 

Die Waschflasche W wird von Zeit zu Zeit mit frischer Schwefelsiur 
beschickt; die Vorlagen V, bis V’, sind jedesmal vor Beginn der Bestimmuny 
mit Chromschwefelséure zu waschen. 


Analytische Belege. 
I. Glykokoll, C,H,;O.N. 
Mol.-Gew. 75; N = 18,66%. 


1. 114,292 mg Einwage; 15,05 ccem n/10 Séure wurden verbraucht. Kali 
schmelze ohne Reduktionsmittel ausgefiihrt. 
N 18,45 %%. 


to 


83.090 mg Einwage; 10,90 cem n/10 Séure. Kein Zusatzmittel. 


N 18,37 %. 


II. Alanin, C,H, O,N. 
Mol.-Gew. = 89; N 15.73%. 
1. 51,846 mg Substanz; 5,54 cem n/10 Séure. Ohne Zusatz. 
N 14,96 %. 
2. 38,424 mg Einwage; 3.68 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. 
N 13,41 %. 
3. 101,539 mg Substanz; 11,07 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. 


N 15,27%. 


III. Amidovaleriansdure, C;H,,;0.N. 
Mol.-Gew. 117; N 11.97%. 
35,521 mg Einwage; 2,91 cem n/l0 Séure. Zusatz von Kaliumsulfit. 


N = 11,47%. 


IV. Leucin, CgH,,0.N. 
Mol.-Gew. 131; N 10.7%. 
1. 123.857 mg Substanz; 2,52 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. 
N 2,85° 


d.s. 26,64°,, der theoretischen Stickstoffmenge. 


2. 85,048 mg Einwage; 1,71 cem n/10 Séure. Zusatz von Zinkstaub. 
N 2,82 % 


3. 104,679 mg Einwage; 3,65ccem n/10 Séure. Zusatz von Kaliumsulfit. 
N 4,88, 


d.s. 45,61°,, der theoretischen Stickstoffmenge. 
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Im V. Arginincarbonat, (CgHy4O2Ny)2H2C Os. 


- Mol.-Gew. = 410; N = 27,32%. 





LUT 
ung 1. 41,020 mg Einwage; 7,94ccem n/10 Séure. Zusatz von Kaliumsulfit. 
N 27,08°%,. 
2. 97,678 mg Substanz; 18.80 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 26,96 %. 
VI. Lysindichlorhydrat, C,H y,O2.N, 2 HCL. 
1 
4 + re 
Mol.-Gew. = 219; N 12, 76° 
1. 54,201 mg Einwage; 3,8 ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N 9,62 %,, 
d.s. 76,76°,, der theoretischen Stickstoffmenge. 
VII. Asparaginsdure, CygH,O,N. 
Mol.-Gew. = 133; N 10,52 ° 
1. 102,170 mg Substanz; 7,32 ccm n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N = 10,03%. 
2. 87,463 mg Einwage; 6,56 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 10,50°,. 
VIII. Taurin, C,H,O,NS. 
Mol.-Gew. 125; N 11,20 ' 
1. 78,590 mg Substanz; 4,97cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 8,85 ° 
fit. d.s. 79,02°., der theoretischen Stickstoffmenge. 
2. 103,630 mg Einwage; 6,49 cem n/10 Saure. Sulfitzusatz. 
N Te & My 
IX. Cystin, CgHy.2O,N2Ssz. 
Mol.-Gew. = 240; N = 11,66°,. 
1. 73,361 mg Substanz; 6,04 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 11,52 
2. 108,320 mg; 8,72cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
- N = 11,27%. 
fit. 
3. 54,749 mg Einwage; 4,46 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 11,41%. 
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X. Hippursdure, C,H,O;N. 
Mol.-Gew. = 179; N 7,82 %. 
124,377 mg Einwage; 6,44 ccm n/10 Séure. Kein Zusatzmittel. 
N = 7,25%. 
114,166 mg Substanz; 5,88 cem n/10 Séure. Ohne Zusatz. 


y y¥ 990 
N 1,26 /oe 


XI. Tyrosin, CyH,,O3N. 
Mol.-Gew. = 181; N = 7,7%. 
51,717 mg Einwage; 2,80 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 7,68%,. 


21,973 mg Einwage; 1,10 ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 7,01%. 


XII. Betainchlorhydrat, C;H,,0,NHCI. 
Mol.-Gew. = 153,5; N = 9,12°%. 
99,052 mg Einwage; 6,49 ccm n/10 Saéure. Kein Zusatz. 
N = 9,17% 


78,319 mg Substanz; 5cem n/10 Saéure. Ohne Zusatz. 
N = 8,94%. 


XIII. Cholinchloroplatinat, (C;H,,ONCl),Pt Cl]. 
Mol.-Gew. = 616; N = 4.54%. 
111.506 mg Einwage; 3,30 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. 


N = 4,14%. 


113,334 mg Einwage; 3,38 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. 
N 4;18%. 


XIV. Neurinchloroplatinat, (C;H,,.N Cl), Pt Cl. 
Mol.-Gew. = 580; N = 4,82%. 
101,055 mg Einwage; 3,26ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 


ae ee 
N = 4,52%. 


88,237 mg Substanz; 2,94ccem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 466%. 


XV. Harnstoff, CH,ONg,. 
Mol.-Gew. = 60; N = 46,67%. 


39,056 mg Substanz; 6,98 cem n/10 Saéure. Kein Zusatz. 
N = 26,02%. 
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41,892 mg Einwage; 8,58 ccm n/10 Séure. Kein Zusatz. 
N 28,67%, 


d. 8. 61,43°, der theoretischen Stickstoffmenge. 


18,811 mg Einwage; 3,50 ccm n/10 Séure. Natronkalk statt des Atzkali- 
Atznatrongemisches. Kein Zusatz. 


N 26,05 ° 


4. 55,919 mg Substanz; 12,49ccem n/10 Saéure. Zusatz von Eisenpulver. 
N = 31,28 


o* 


70,787 mg Einwage; 19,54 ccm n/1l0 Saéure. Zusatz von Sulfit. 
N 38,64%,. H 
i. 82,746 mg Einwage; 23,17 ccm n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 39,21%, 
d.s. 84,01°., der theoretischen Stickstoffmenge. 
7. 47,027 mg Einwage; 13,07 cem n/10 Saéure. Natronkalk statt des Atzkali- 
Atznatrongemisches. Zusatz von Kaliumsulfit. 
N = 38,90%. 


XVI. Kreatin, C,H,O,N, + H,0. 
Mol.-Gew. 149; N 28,19%. 


— 


108,011 mg Substanz; 15,15 cem n/10 Séure. Ohne Zusatz. 
N = 19,64%, 


d.s. 69,67°%, der theoretischen Stickstoffmenge. 


oO 


2. 128,722 mg Einwage; 20,28 ccm n/10 Séure. Zusatz von Eisenpulver. 
N = 22,06° 
y 22, a” 


d.s. 78,26°. der theoretischen Stickstoffmenge. 


( 


90,346 mg Einwage; 12,44 ccm n/10 Saéure. Natronkalk statt des Atzkali- 
Atznatrongemisches. Sulfitzusatz. 
N 19,28° 


XVII. Kreatinin, CyH,ON3. 
Mol.-Gew. Lid; N = 37,17' 


or 

1. 82,971 mg Substanz; 15,05 cem n/10 Séure. Ohne Zusatz. 
? 95 490 
N 23,40%, 


der theoretischen Stickstof{/menge. 


d,s. 68,34 


i) 


2. 96,945 m Einwage; 18,11 cem n/10 Saure. Sulfitzusatz. 
’ g 
N 96.15 % . 


d.s. 70,35°, der theoretischen Stickstoffmenge. 
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to 


XVIII. Harnsdure, C;HyO,N,. 
Mol.-Gew. = 168; N = 33,33°%,. 
26,841 mg Einwage; 3,32 cem n/10 Saure. Kein Zusatz. 
N 17,82 %. 
26,043 mg Substanz; 3,69 ccm n/10 Séure. Ohne Zusatz. 
N = 19,84%, 
d,s. 59,53°%, der theoretischen Stickstoffmenge. 
91,141 mg Einwage; 11,36 cem n/10 Séure. Natronkalk statt des Atzka 
Atznatrongemisches. Sulfitzusatz. 
N = 17,45%, 
d.s. 52,34°, der theoretischen Sticksloffmenge. & 
77,438 mg Einwage; 13,05 cem n/10 Séure’ Sulfitzusatz 
N = 23,60%, 
d.s. 70,81°., der theoretischen Stickstoffmenge. z. 


XIX. Guaninchlorhydrat, C;H;0N;HCI + H,O. 3. 
Mol.-Gew. = 205,5; N 34,06°.. 
57,428 mg Substanz; 7 ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N 17,07%. 


60,290 mg Einwage; 7,81 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 18,13 %, 


d.s. 53,23°%, der theoretischen Stickstoffmenge. b 4 
XX. Kaffein, C,H,)>90,.N, + H,O 9. * 


Mol.-Gew. 212; N = 26,42%. 
67,427 mg Substanz; 10,36cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 


N 21,51%,, 


a 4 
d.s. 81,42°. der theoretischen Stickstofimenge. 
95,823 mg Einwage; 14,54 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
4. & 
N 21,24% 
XXI. Glucosaminchlorhydrat, C,H ,0;N HCI. 
Mol.-Gew. = 215,5; N = 6,49%. 
84,028 mg Substanz; 3,59 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 5,98%. 
ay 


85.662 mg Einwage; 3,91 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 6,39%. 
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XXII. Adrenalin, C,H,30,N. 
Mol.-Gew. 183; N 7,65 
55,390 mg Substanz; 2,91 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 7,35 ° 
59,315 mg Einwage; 3,02 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 7,15 
zka - a ° ° . 
Pediig Histamindichlorh ydrat, C,;H,N; 2 HCl. 
Mol.-Gew. 184; N 22.82%. 
1. 85,912 mg Einwage; 2,78 ccm n/10 Saure. Kein Zusatz. 
N 4,53' 


d.s. 19,85°¢ der theoretischen Stick stoffmenge. 


2. 52,958 mg Einwage; 4,44 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 11,74%. 

3. 61,530 mg Einwage; 5,71 cem n/10 Saure. Sulfitzusatz. 

N 12,99 %, 


d. 8. 56,92°., der theoretischen Stickstoffmenge. 


XXIV. Prolin, C;H,O,N. 
Mol.-Gew. = 115; N i.I7%. 
1. 81,872 mg Einwage; 3,03 cem n/10 Séure. Kein Zusatz. . 

N 5,18 
2. 77,426 mg Substanz; 2,93 ccm n/10 Séure. Ohne Zusatz. 
N 3,29° 
d.s. 43,47°), der theoretischen Stickstoffmenge. 
3. 56,720 mg Substanz; 3,16 cem n/10 Saure. Sulfitzusatz. 
N = 7,80% 


4. 81,382 mg Einwage; 4,66 ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 


N = 8,02%, 
d s. 65,90°(, der theoretischen Stickstoffmenge. 


XXV. Histidinmonochlorh ydrat, C,H,O.N;HCl + H,0O. 
Mol.-Gew. 209.5; N = 20,05° 
1. 79,695 mg Substanz; 3,6 cem n/10 Saéure. Ohne Zusatz. 
N = 6,33° 
d.s. 31,57°%, der theoretischen Stickstoffmenge. 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 96 
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2. 93,754 mg Einwage; 5,61 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N = 8,37° 
3. 85,625 mg Einwage; 5,39 ccm n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N = 8,81%, 
d.s. 43,94°., der theoretischen Stickstoffmenge. 


XXVI. Tryptophan, C,,Hy,02.N2. 
Mol.-Gew. 204; N £3, 73%. 
1. 21,882 mg Einwage; 1,12 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N 7,16%, 
, der theoretischen Stickstoffmenge. 
XXVIII. Coniinbromh ydrat, C,H,,NH Br. 
Mol.-Gew. 208; N 6.73%. 
1. 74,519 mg Substanz; 3,36 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 6,31%. 
2. 80,423 mg Einwage; 3,68 ccm n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 


N 6,40%. 


XXVIII. Morphin, C,,;H,,0,N + H,0O. 
Mol.-Gew. 303; N 4,62%. 
1. 67,800 mg Einwage; 1,88 cem n/10 Saéure. Sulfitzusatz. 
N 3,88. 
2. 59,734 mg Einwage; 1,79 cem n/10 Séure. Sulfitzusatz. 
N 4,19%. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird ein Apparat zur Ausfiihrung quantitativer Kalischmelzen 
stickstoffhaltiger organischer Verbindungen angegeben, dessen Leistungs 
fahigkeit an Testsubstanzen erprobt und befriedigend gefunden. 

2. Verschiedene physiologisch wichtige Substanzen wurden in 
diesem Apparat der Kalischmelze unterworfen und die Ergebnisse in 
bezug auf fliichtige Basen quantitativ verfolgt. Die Analysenergebniss« 
finden sich in einer Tabelle zusammengefaBt. 

3. Nicht alle stickstoffhaltigen organischen Verbindungen gebe: 
in der Kalischmelze ihren gesamten Stickstoff ab. Es laBt sich vielmel: 
zeigen, da Abkémmlinge von_ stickstoffhaltigen Ringsystemen, wi 
Histamin, Histidin, Prolin, Tryptophan, die Purine und Kreatini: 
durch die Kalischmelze nicht vollkommen aufgespalten werden. Auc! 
manche Stoffe, wie Harnstoff, Kreatin, Leucin und Lysin, welche i: 
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ler Kalischmelze offenbar Ringbildung erleiden kénnen, geben ihren 
stickstoff nicht vollkommen ab. Dagegen konnte quantitative Stick- 
toffabspaltung in der Kalischmelze bei der Mehrzahl der Aminosduren, 
ler Trimethylaminderivate, beim Glucosamin, Coniin und Morphin 
heobachtet werden. 

4. Der beschriebene Apparat kann weiter auch zur Untersuchung 
inbekannter stickstoffhaltiger organischer Substanzen mittels Kali- 
chmelze herangezogen werden, da die durch die schmelzenden Alkalien 
in Freiheit gesetzten fliichtigen Basen durch den Luftstrom in die 
Vorlagen mit Saure getrieben, von dieser quantitativ absorbiert werden 
ind nach dem Einengen leicht identifiziert. werden kénnen. Anderer- 
seits kann auch der Kalischmelzriickstand einer weiteren Untersuchung 
zuganglich gemacht werden. 

5. Die Abspaltung fliichtiger Basen erfolgt durch die Kalischmelze 
unvergleichlich schneller als durch kochende Alkalien. Zur quanti- 
tativen Trennung und Bestimmung dieser in der Kalischmelze gebildeten 
Basen, welche als Salze isoliert werden kénnen, kann die von uns schon 
friiher! angegebene Methode verwendet werden. 


1 Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 221, 437, 1930. 





Uber die Fraktionierungsversuche von Basengemischen, 
insbesondere yon Fleischextraktbasen mit Permutit. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und E. Stern. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 26. Marz 1931.) 


J.C. Whitehorn! behauptet, im Permutit ein sehr brauchbares 
Reagens fiir Amine gefunden zu haben. Permutit, ein kéufliches, 
kiinstliches Aluminiumsilikat, enthalt ein aktives, leicht vertretbares 
Natrium, welches durch verschiedene Basen ausgetauscht werden kann 

Auf Grund dieser Eigenschaft des Permutits gelang es Folin?, 
eine quantitative Bestimmungsmethode fiir Ammoniak im Harne aus. 
zuarbeiten, denn er konnte zeigen, dafS Ammonium quantitativ durc! 
Permutit absorbiert wird, wenn kein UberschuB an loéslichen Natrium 
salzen gegenwartig ist. 

Whitehorn priifte das Verhaiten von verschiedenen organischen 
mitunter einigen biochemisch wichtigen Basen gegeniiber dem 
Permutit und konnte hierbei feststellen, daB das Natrium nicht nur 
gegen anorganische, sondern auch gegen organische Basen austauschba: 
ist. Nicht alle organischen Basen werden jedoch von Permutit auf 
genommen, sondern nur solche, welche mindestens eine Dissoziation 
von 5.10~® aufweisen kénnen. Schwachere Basen, wie z. B. Anilin 
(3,1.10—1!°), werden von Permutit nicht adsorbiert. Bestimmungen der 
an Permutit adsorbierbaren Basen in streng quantitativem Sinne hat 
Whitehorn allerdings nicht durchgefiihrt, seine diesbeziiglichen Angabe: 
sind in den meisten Fallen nur Schatzungen. Dem verschiedenen Ver- 
halten starker und schwacher Basen gegeniiber Permutit Rechnung 
tragend, glaubt Whitehorn im letzteren ein Reagens auf Amine star! 
basischer Natur gefunden zu haben, welche angeblich weitgehend ac- 
sorbiert werden. 


1 Journ. of biol. Chem. 56, 751, 1923. 
2 Ebendaselbst 29, 329, 1917. 
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Felix und Lang' haben unter Einhaltung bestimmter Bedingungen 

e Fraktionierung partieller EiweiShydrolysate mittels Permutit versucht 
d fanden dabei, daB etwa 20% vom Gesamtstickstoff von Permutit 
vufgenommen werden und da8 durch letzteren eine gewisse Fraktionierung 
erbeizufiihren ist. AuBerdem studierten sie das Verhalten der Basen, 


vie Arginin, Histidin, Ornithin und Clupein dem Permutit gegeniiber und 
stellten hierbei fest, daB Ornithin viel starker adsorbiert wird wie Arginin, 
daB beide Basen mittels Permutit weitgehend voneinander getrennt 
werden kénnen. Im Gegensatz zu |i hitehorn finden die Autoren, daB die 
Reaktionen der Basen mit Permutit nicht dem Massenwirkungsqesetz 
ls entsprechen, sondern die von Rothmund und Kornfeld* fiir den Austausch 
les Natriums im Permutit gegen andere anorganische Basen aufgestellte 
Gleichung erfiillen. 


Da Whitehorn anfiihrt, daB starke Basen wie die Alkylamine, 
weiter Guanidin, Cholin, Lysin von Permutit aufgenommen werden, 
andere dagegen, wie Kreatin, Kreatinin, Sarkosin, Alanin, Leucin, nicht 


‘ adsorbiert werden, hofften wir im Permutit ein Mittel zur quantitativen 
Trennung verschieden starker Basen in biologischen Gemischen gefunden 
zu haben. Vor allem schwebte uns eine Trennung des Methylguanidins 

_— vom Kreatin bzw. Kreatinin, weiter eine Fraktionierung der Fleisch- 

hes extrakthasen mittels Permutit und insbesondere eine Abtrennung des 

_— Carnitins von den schwacheren Basen vor. 

_— Zunachst wollten wir an ganz einfachen Beispielen die Leistungs- 

lin’, fihigkeit der Permutitmethode fiir quantitative Zwecke iiberpriifen. 

— Zu diesem Zwecke untersuchten wir die Adsorbierbarkeit der 

_— Chlorhydrate vom T'rimethylamin und Didthylamin, welche Stoffe 

— zu den starksten Basen gezahlt werden. Wir bedienten uns hierbei der 
von Whitehorn angegebenen Arbeitsweise. 

hen Trotz Variierung verschiedener Bedingungen konnten wir beim 

dem Trimethylaminchlorhydrat bestenfalls 25,51°, des Trimethylaminstick- 

— stoffs und beim Diathylaminsalz 26,13°, des Diathylaminstickstoffs 

bat an Permutit adsorbiert vorfinden. Der beim Trimethylaminversuch 

aul erhaltene Wert déckt sich iibrigens vollkommen mit einer diesbeziiglichen 
og Angabe von Vickery und Bucher®. 

uilin Wir priften weiter die Adsorbierbarkeit von Guanidinchlor- 

der hydrat an Permutit. In diesem Falle wurden 44,67°, des Guanidin- 

hat stickstoffs von Permutit aufgenommen. 

ben Da also trotz vielen Bemiihens die Absorbierbarkeit auch der 

Ver starksten Basen an Permutit nicht quantitativ gestaltet werden konnte, 

~~ muBte die Hoffnung auf die quantitative Trennungsmdéglichkeit des 

rare Methylguanidins vom Kreatin bzw. Kreatinin auf diesem Wege auf- 
ad. gegeben werden. 

' Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 125, 1929. 

2 Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. 108, 129, 1918; 108, 216, 1919. 

% Journ. of biol. Chem. 88, 1, 1929. 
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Nun sollte die Verwendbarkeit des Permutits zu einer eventuelle; 
Fraktionierung des Fleischextrakts, vor allem aber zur Abtrennung des 
Carnitins von den anderen basischen Extraktstoffen untersucht werde: 

Als Ausgangsmaterial diente ein aus Pferdemuskel nach eine) 
bestimmten Vorschrift! verfertigter Auszug, weleher nur die in Alkoh« 
leicht léslichen Stoffe, insbesondere das gesamte Carnitin enthalte: 
mubte. Bei der Aufarbeitung dieses Materials hielten wir uns an di 
von Felix fiir die Permutitfraktionierung von EiweiBbhydrolysate: 
gegebene Vorschrift. Der Extrakt wurde durch sechs Réhren, die mit 
je etwa 50g Permutit versehen worden waren, filtriert und dies: 
Prozedur dreimal jeweils mit frischem Permutit wiederholt. Es wurd 
so oft filtriert, bis festgestellt werden konnte, daB der Permutit nicht 
mehr aufnahm. 

Von 15,51 g Gesamtstickstoff wurden im ganzen 1,54 g, also 
rund 10°, vom Permutit aufgenommen. 

Die an Permutit adsorbierten Basen wurden durch eine gesattigt 
Kaliumchloridlésung und weiter mit Natronlauge extrahiert und ein 
aliquoter Teil dieses Auszuges einer Verseifung mit 30°,iger Lauge 
unterworfen. Die bei der Verseifung entstandenen fliichtigen Basen 
wurden in verdiinnter Salzsaure aufgefangen, die entstandenen Chlor- 
hydrate eingeengt und voneinander getrennt. Das Carnitin, auf 
welches das Hauptaugenmerk gerichtet war, muBte bei Behandlung 
mit 30°,iger Lauge Trimethvlamin liefern. 

Nun wurde aber bei dieser Verseifung eine kaum wagbare Menge 
Trimethylaminchlorhydrat erhalten, so da man schlieben mubBte, 
daB nur ein Bruchteil des im Muskel vorhandenen Carnitins trotz 
der haufigen Filtration iiber den in groBem UberschuB vorhandenen 
Permutit von letzterem aufgenommen worden war. 

Weitere in dieser Richtung geplante Untersuchungen wurden 


daher als aussichtslos abgebrochen. 


Analytische Belege. 

I. Trimethylaminchlorh ydrat. 

0.1005 g Trimethylaminchlorhydrat, entsprechend 0,0147 g Stickstoff, 
wurden nach Whitehorn filtriert. Der Permutit wurde gewaschen und das 
absorbierte Trimethylaminchlorhydrat mit einer geséttigten Kalium- 
chloridlésung extrahiert. Aus der Extraktionsfliissigkeit wurde das Tri- 
methylamin mit Wasserdampf abgetrieben. 2,68 cem n/l0 Saéure wurden 
zur Absorption des abdestillierenden Trimethylamins verbraucht. 

Dies entspricht 0,0037g N, d.h. 25,51°, Trimethylaminstickstof/ 


wurden von Permutit aufgenommen. 


1 Kapeller-Adler u. Krael, diese Zeitschr. 221, 437, 1930. 
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Fraktionierung von 





1. Didthylaminchlorh ydrat. 


0,0925 g Diadthylaminchlorhydrat, entsprechend 0,0118 ¢ N. wurden 
Ll. verarbeitet. 2,21 cem n/10 Saéure verbraucht. 0,003Il’¢ N wurden 
m Permutit absorbiert, d.s. 26,13°, des Didthylaminsticksto//s. 


III. Guanidinchlorh ydrat. 


0.0905 ¢ Guanidinchlorhydrat, entsprechend 0,0398¢ N, wurden 
e |. verarbeitet. Nach der Extraktion des Permutits mit Kaliumchlorid 
ide der Extrakt kjeldahlisiert. 12,7 cem n/10 Séure wurden verbraucht, 
s. O0178¢@ Stickstoff, somit wurden 44,67°, des Guanidinsticksto/fs 
m Permutit aufgenommen. 


IV. Aufarbeitung von Fleischextrakt mit Permutit. 


10000 ¢ Pferdemuskel wurden nach bestimmter Vorschrift! aut 
vearbeitet. Man erhielt so 500 ccm eines eiweiB- und phosphatidfreien 
Extrakts. 1 ecm dieses Auszuges entspricht somit 20 g Pferdemuskel. 

Der Stickstoffgehalt von lcem Extrakt betrigt 0.0388 g. 

400 cem dieses Extrakts (8000 g Muskel) vom Gesamtstickstoff 15.51 g¢ 
wurden durch sechs Réhren, welche mit je 50 g Permutit beschickt worden 
waren, filtriert und diese Prozedur jeweils mit frischem Permutit so oft 
wiederholt, bis der Gesamtstickstoff des Filtrats annahernd gleich blieb. 
bis also vom Permutit nichts mehr aufgenommen wurde. Insgesamt wurde 
viermal filtriert. Der Permutit wurde hierauf gewaschen, zuerst mit einer 
vesittigten Kaliumchloridlésung, sodann mit Natronlauge zerlegt und auf 
ein Volumen von 2000 cem gebracht. Ein aliquoter Teil dieser Extraktions- 
fliissigkeit wurde kjeldahlisiert. 

Im ganzen wurden vom Permutit 1,54g¢@ Gesamtstickstoff auf- 
genommen, d. s. 9,92°%, des im urspriinglichen Extrakt vorhandenen 
Stickstoffs. 

Ein anderer, betrachtlicherer Teil der Extraktionsfliissigkeit wurde 
mit 30° iger Lauge verseift und die tiberdestillierenden Basen in ver- 
diinnter Salzsiure aufgefangen. Die Chlorhydrate wurden zur Trockne 
gebracht und das Trimethylaminchlorhydrat mit Chloroform ausgezogen. 
Es resultierte eine sehr kleine, kaum wagbare Menge Trimethylamin- 
chlorhydrat. 


1 Kapeller-Adler u. Krael, 1. ¢. 
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Uber das Schicksal der mit der Nahrung aufgenommenen 

Alkylamine und iiber deren angebliche Entmethylierung 

im Organismus sowie iiber das Vorkommen yon Mono- 
methylamin im normalen Harn. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Julie Krael. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat. ) 


(Eingegangen am 26. Marz 1931.) 


I. 


Die Alkylamine, insbesondere das Mono-, Di- und Trimethyl- 
amin haben als wesentliche Vertreter der biogenen Amine friihzeitig 
in biochemischer und pharmakologischer Hinsicht Interesse erweckt. 
Konnten sie doch leicht allenthalben, wo tierisches Material eine: 
bakteriellen Umwandlung anheimfiel, unter den fliichtigen Stoffwechsel- 
produkten schon infolge ihres charakteristischen Geruchs nachgewiesen 
werden. 


Unter diesen Alkylaminen erscheint das Trimethylamin als Baustein 
weit verbreiteter physiologischer Substanzen, wie der Betaine, des Cholins. 
des Lecithins und anderer Phosphatide am besten studiert'. Ein biogener 
Zusammenhang des Trimethylamins mit den erwahnten Substanzen ergibt 
sich aus der héufig beobachteten Bildung von Trimethylamin bei der Aut 
arbeitung von organischem Material und wurde tibrigens durch Versuche 
von Ackermann und Schiitze? und Ehrlich und Lange*® eindeutig erwiesen. 

Uber das biochemische Verhalten des Trimethylamins finden sich in 
der Literatur zahlreiche Angaben. Man nimmt an, da8 das Trimethylamin 
im Organismus unter dem EinfluB8 oxydativer Vorgénge desamidiert wird 
In welcher Art jedoch das Trimethylamin bei diesem Proze veriandert 
wird und ob hierbei eine stufenweise Entmethylierung unter intermediére 
Bildung von Di- bzw. Monomethylamin erfolgt, dartiber existiert bishe1 
nur eine einzige Angabe‘. 


1 Jahresber. d. Tierchem. 89, 1221, 1909; 41, 921, 1911; Biochem. 
Zentralbl. 12, 794. 

2 Zentralbl. f. Physiol. 24, 210, 1910. 

3 Zeitschr. d. Vereinig. deutsch. Zuckerindustrie 1914, S. 158. 

4 Langley, Journ. of biol. Chem. 84, 561, 1929. 
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Es ist seit langem bekannt, dai Seetiere zum Unterschied von SiiB- 
wassertieren tiber einen reichlichen Gehalt an Trimethylamin verfiigen 
ind da8 davon der penetrante, auffallige Geruch der Seefische herriihrt. 
Dieses Trimethylamin diirfte seine Entstehung in erster Linie dem T'rimeth yl 
minoxyd, welche Substanz unter den Seeorganismen weit verbreitet ist, 
erdanken!. Suwa? gelang es nachzuweisen, daS das Trimethylaminoxyd 
inter dem Einflu8 von Bakterien zu Trimethylamin reduziert werden 
KOonne, 

In einer der vorhergehenden Mitteilungen® haben wir die Er- 
gebnisse unserer quantitativen Untersuchungen einiger Seefische fest- 
velegt. Wir konnten zeigen, dais der Seefischmuskel neben reichlichen 
Mengen von Ammoniak, Trimethylamin und Trimethylaminoxyd auch 
iiber nicht unbetrachtliche Mengen von Monomethylamin verfiigt. Es 
soll hier daran erinnert werden, da diese Seefischmuskeln nicht in 
lebensfrischem Zustande untersucht werden konnten, sondern dab ein 
gleichartiges Material, wie es hierzulande in den Seefischhandlungen 
zum Verkauf gelangt, zur Untersuchung verwendet wurde. 

Da der Seefisch ein billiges und ziemlich beliebtes Nahrungsmittel 
darstellt, legten wir uns die Frage vor, wie sich der Organismus bei 
Seefischnahrung zur groBen Menge der im Seefischmuskel vorhandenen 
freien Basen verhalt und nach welcher Richtung er diese verdndert. 


Il. 

Zur Beleuchtung dieser Frage sollten an einem Hunde Fiitierungs- 
versuche mit Kabeljaumuskel durchgefiihrt werden. 

Bevor jedoch die Fiitterungsversuche in Angriff gnommen wurden, 
untersuchten wir den normalen Harn des Hundes im Hinblick auf einen 
etwaigen Gehalt an fliichtigen Basen. Wir bedienten uns hierbei einer 
sehr schonenden Aufarbeitungsmethode, indem wir den ganz frischen 
Hundeharn, welcher in einem mit verdiinnter Salzsaure beschickten 
GefaB aufgefangen worden war, konzentrierten und aus ihm nach Folin 
die Basen durch einen starken Luftstrom in der KaJte austrieben. 
Hierbei stellte sich henaus, da der normale Hundeharn eine recht 
hetrachtliche Menge Monomethylamin vorgebildet enthalt. Auf diesen 
Methylamingehalt des normalen Hundeharns kommen wir weiter unten 
nochmals zuriick. Hier sei vorliufig nur der Tatsache des Vorhanden- 
seins von Methylamin im normalen frischen Harn gedacht. 


1 Vgl. Grollmann, Journ. of biol. Chem. 81, 267, 1929; Hoppe-Seyler u. 
Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 1, 1927; Kapeller-Adler u. Krael, diese 
Zeitschr. 224, 364, 1930; F. A. Hoppe-Seyler u. W. Linneweh, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 196, 47, 1931; Zeitschr. f. Biol. 90, 433, 1930. 

2 Pfliigers Arch. 128, 421, 1909; 129, 231, 1909. 

3 Diese Zeitschr. 224, 364, 1930. 

' Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 161, 1902/03. 
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Die Fiitterungsversuche mit Kabeljaumuskel wurden nun so vor 
genommen, daB dem Hunde eine bestimmte Menge zerkleinerten Kabel 
jaumuskels (etwa 250g) in die gewOhnliche Nahrung hineingemengt 
wurde. Der Hund verzehrte restlos die ihm so dargebrachte Kost 
Er wurde daraufhin in einen Stoffwechselkafig gesperrt und der Harn 
von 2 Tagen in einem mit verdtinnter Salzsdure versehenen Gefail 
gesammelt. Der Harn wurde sodann konzentriert, auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht und in aliquoten Teilen desselben der Gehalt an 
fliichtigen Basen bestimmt. Wir bedienten uns dabei derselben Methode, 
wie wir sie in unseren friiheren Arbeiten! beschrieben haben. Die in 
der Kalte nach Folin abgetriebenen Basen wurden in verdiinnter Salz 
siure aufgefangen und das Gemenge der erhaltenen Chlorhydrate nach 
erfolgter Reinigung durch abermaliges Destillieren mit Lauge mittels 
Chloroform zerlegt. Im chloroformléslichen Anteil wurde T'rimethy|- 
aminchlorhydrat, dagegen kein Dimethylaminchlorhydrat gefunden, die 
chloroformunlésliche Fraktion erwies sich als ein Gemenge von Salmiak 
und Monomethylaminchlorhydrat. Der Gehalt an letzterem wurde 
mittels Methvlimidanalyse ermittelt. 

Die Ergebnisse der Fiitterungsversuche haben wir in folgender 
Tabelle zusammengefaBt : 

Tabelle. 


Normalharn des Hundes. Tagesharn enthalt in Grammen: Gesamt-N 6,35, 
NH; = 0,5685, CH; . NH, = 0,0298, (CH3)3N = 6. 


Versuch 1. 





Verfiittert wurden Nach der Fiitterung enthialt in g 

215 g Kabeljaumuskel , 
enthaltend in g* 48-Stunden-Harn Tagesharn Zerstirt 
NH, — 0,0826 NH, = 0,7880 NH, — 0,3940 


CH,NH, — 0,0999 CH,NH, — 0,0621 CH,NH, — 0,0310 
(CH,)3N — 0.3470 (CHg)sN = 0,0445 (CHy)gN = 0,0222 (CH,)3N—87,17° 


Versuch 2. 





Verfiittert wurden Nach der Fiitterung enthalt in g 
234 g Kabeljaumuskel = 
enthaltend in g 48-Stunden-Harn Tagesharn Zerstért 
Gesamt-N 10,61 Gesamt-N — 5,30 


NH, — 0,0899 NH, — 2,1106 NH, = 1,0553 
CH,NH, = 0,1088 CH,;NH, — 0,0362 CH,NH, = 0,0181 
(CHs)sN — 0,3777 (CH;)gN = 0,0546 (CH,)s;N — 0,0273 (CH,)3N—85,54% 


! Diese Zeitschr. 221, 437, 1930; 224, 364, 1930. 
* Vgl. Kapeller-Adler u. Krael, diese Zeitschr. 221. 460, 1930. 
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Versuch 3. 





Verfiittert wurden Nach der Fiitterung enthilt in g 

ig Kabeljaumuskel 

enthaltend in g 48-Stunden-Harn Tagesharn Zerstirt 
Gesamt-N 11,61 Gesamt-N 5,80 

NH, 0.1037 NH; 1.0830 NHs 0.5415 


Hy N Hy 0,1256 CH, N Hy 0,0651 CH; NH, 0,0325 
CH3)3N 0,4358 | (CHs)3N = 0,0556 (CH,)3 N 0,0278 (C H3)3 N = 87,24% 


Vergleicht man die Ergebnisse der drei Fiitterungsversuche unter 
Beriicksichtigung der Werte fiir den normalen Hundeharn miteinander, 
<0 lassen sich folgende Schliisse ziehen: Das mit dem Kabeljaumuskel 
zugefiihrte Trimethylamin wird im Hundekérper bis auf einen Bruchteil 
von etwa 13 bis 14°, abgebaut. Betrachtet man die Monomethyl- 
aminwerte des Hundeharns vor und nach den Fiitterungsversuchen, 
so zeigt sich trotz der Zufuhr von Methylamin mit dem Kabeljaumuskel 
fast gar kein Ansteigen der ausgeschiedenen Mengen, in dem einen 
Falle (Versuch 2) bleibt sogar der entsprechende Wert etwas hinter 
der Norm zuriick. Es scheint also simtliches mit der Nahrung zugefiihrtes 
Vethylamin im Organismus vollkommen abgebaut zu werden. Aus diesen 
niederen, gegeniiber der Norm fast unverainderten Monomethylamin- 
werten geht weiter hervor, daB das Trimethylamin im Organismus 
jedenfalls nicht zu Methylamin entmethyliert wird. 

Uber die Ammoniakwerte ]aBt sich nichts bemerkenswertes aus- 
sagen, da sie auffallend schwanken. 


Ill. 
Weiter wurde am selben Hunde ein Fiitterungsversuch mit 7'ri- 
methylaminchlorhydrat durchgefiihrt. 2g Trimethylaminchlorhydrat 


wurden in die gew6hnliche Nahrung hineingemengt, der Hund in den 
Stoffwechselkafig gebracht und der Tagesharn in einem mit verdiinnter 
Salzsiure beschickten GeféB aufgefangen. 


Wir erhielten folgende Ergebnisse: 


Tagesharn enthalt in Grammen: 





Nach Verfiitterung von 2¢ 
Normalharn Trimethylaminchlorhydrat Zerstirt 
[= 1,2356 g (CH3)3N 


Gesamt-N 6,35 Gesamt-N 5.59 
NH, 0.5685 NH; 0,2631 
CH, N Hy 0,0298 CH, NH, 0,0178 
(CHg)gN 4 (CHz),N = 0,1563 (CHg)3N 87,35 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB auch das in Substanz dem 
Hundeorganismus zugefiihrte Trimethylamin zu 87°, abgebaut wird, 
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ohne daB Di- oder Monomethylamin als Zwischenprodukte auftrete: 
Das Ergebnis dieses Versuchs deckt sich vollkommen mit de: 
Resultaten der Fiitterungsversuche mit Kabeljaumuskel. Das Mono 


methylamin erscheint keineswegs vermehrt, im Gegenteil, es ist gegen- 


uber der Norm etwas vermindert. Der Ammoniakwert ist vollkomme: 
unspezifisch. 

Langley* hat Kaninchen Trimethylaminchlorhydrat unter Einhaltung 
bestimmter Bedingungen verfiittert und dabei gefunden, dali letzteres in 
Kaninchenorganismus zu 80 bis 96°, abgebaut wird. Neben einem Bruchte: 
unveréndert ausgeschiedenen Trimethylaminchlorhydrats glaubte Langle , 
noch Spuren Dimethylaminchlorhydrat nachgewiesen zu haben. Dagege: 
fand er kein Monomethylamin. Langley betont ebenfalls, daB die Ammoniak 
ausscheidung eine sehr schwankende ist. Die von Langley beziiglich des 
Abbaues von Trimethylamin im Kaninchenorganismus angeftihrten Zahlen 
(80 bis 96°.) stimmen gut mit unseren Beobachtungen iiberein. Auch di 
iibrigen Feststellungen Langleys, die vermeintliche Entmethylierung des 
Trimethylamins im Tierkérper betreffend, decken sich vollkommen mit 
den unserigen. Es wird also das dem Tierkérper einverleibte Trimeth ylami 
chlorhydrat zerstért, ohne daB faBbare Zwischenstufen erscheinen. 


IV. 

Was nun das Vorkommen von Monomethylamin im normalen 
Harn anlangt, so miissen wir folgendes hinzufiigen: Wir haben uns 
nicht auf die Priifung des Hundeharns allein beschrankt, sondern wit 
haben auch normalen Katzenharn und normalen Menschenharn nach 
dieser Richtung hin untersucht. 

Fiir den normalen Katzenharn ergeben sich folgende Werte: 

Der Tagesharn enthdlt in Grammen: 

Gesamt-N 1,84 
NH, 0,2027 
CH,NH, 0.0128 
(CH,);N = 6. 

Der Methylamingehalt des normalen Katzenharns ist somit erheblich 
tiefer als derjenige des normalen Hundeharns. (Der Tagesharn des 
Hundes enthalt 0,0298 g Methylamin.) 

SchlieBlich seien noch die Ergebnisse der Untersuchung des normalen 
Menschenharns erwahnt. 

Der Tagesharn enthalt in Grammen: 

NH, 0,9456 
CH,NH, 0.0824. 

Bei der Durchsicht der Literatur beziiglich eines Vorkommens 
von Monomethylamin im Menschenharn stieBen wir auf eine Arbeit 
von Folin?, in welcher der Autor angibt, Monomethylamin im Har 


° Ee. 
2 Journ. of biol. Chem. 8, 83, 1907. 
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jualitativ nachgewiesen zu haben. Zum Nachweis des Methylamins 
ediente sich Folin hierbei der Isonitrilreaktion. 

Nach Folin soll bei der hydrolytischen Spaltung und Desamidierung 
von EiweiBkérpern neben dem normalen Desamidierungsvorgang 

C—CH,—~ NHg 
HO H 

bei welchem Ammoniak entsteht, ein ProzeB nach der Richtung 


C CH, N Hg, 
HO H 


welcher zur Bildung ven Methylamin AnlaB gibt, erfolgen. 

Weiter behauptet Folin, daB bei der Verbrennungsmethode nach 
Kjeldahl weniger die oxydierende Kraft der Schwefelsaure als die 
hydrolysierende in Aktion tritt und daB deshalb bei der Verbrennung 
von EiweiBabbauprodukten nach Kjeldahl neben Ammoniak auch ge- 
ringe Mengen von Alkylamin entstehen. Folin bedauert es nur lebhaft, 
eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Alkylamin neben 
Ammoniak zu vermissen. 

Die Frage nach dem Ursprung des im normalen Harn enthaltenen 
Methylamins bedarf dringend einer Aufkldrung. 

Auf die Beleuchtung dieser Frage gerichtete Versuche sind bereits 
im Gange. 

Analytische Belege. 
I, Untersuchung von normalem Hundeharn, 

Die Tagesmenge frischen, normalen Hundeharns wurde in einem 
mit verdiinnter Salzsiure beschickten GefaB aufgefangen und bis auf 
ein Volumen von 50 ccm eingeengt. Aliquote Teile dieser stark ein- 
geengten Lésung wurden einerseits einer Gesamtstickstoffbestimmung, 
andererseits einer Durchliiftung nach Folin in der Kalte unterworfen. 
Die iibergehenden Basen wurden in doppeltnormaler Salzsiure auf- 
gefangen, das Destillat zur Trockne gebracht und die so erhaltene 
Substanz durch neuerliche Destillation mit Natronlauge gereinigt. Die 
erhaltenen Chlorhydrate wurden nun qualitativ untersucht. Da in 
Chloroform nichts hineinging, war weder Tri- noch Dimethylamin- 
chlorhydrat vorhanden. Der chloroformunlésliche Anteil enthielt neben 
viel Salmiak auch Methylaminchlorhydrat, welches sich mittels Chlor- 
anil nach 7'salapatani! nachweisen lieB. Diese Reaktion ist allerdings 
derartig unempfindlich, daB sie nur in gréBeren Mengen des Gemenges 
gelingt. 

Zur quantitativen Trennung des Chlorammons von Methylamin- 
chlorhydrat wurden Methylimidbestimmungen? ausgefiihrt und aus den 
erhaltenen Werten der Methylamingehalt ermittelt. 

1 Bull. soc. de Steinte di Bucaresci 16, 67, 1907. 

2 Veal. diese Zeitschr. 221, 445, 1930. 
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Gesamtstickstoffbestimmung. 


1. leem des konzentrierten Harns wurde kjeldahlisiert. 90,63 cc 
n/10 Séure wurden verbraucht. Gesamt-N in der Tagesmenge 6,345 

2. Leem wurde kjeldahlisiert; 90,73 ecem n/10 Séure verbraucht 
Gesamt-N in der Tagesmenge 6,350 q. 


Bestimmung der fliichtigen Basen. 
20 cem des konzentrierten Harns wurden in der Kalte nach Fo/ 
durchliiftet. Es wurden erhalten: 
j NH,Cl, 
| CH,NH,HCI, 


0.7415 g d.s. 1,8537 g in der Tagesmenge. 


Methylimidanalysen. 


1. 24,801 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlo: 


976 


hydrat lieferten 2,739 mg AgJ. 


2. 17,661 mg desselben Gemenges lieferten 2,337 mg AgJ. Darau- 
berechnen sich als Mittelwerte 0,0648 g CH,NH.HCI, 0,0297 9g CH,NH., 


und 0,0134g CH,NH,-N fiir die Tagesmenge. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 
{ NH,Cl 
| CH,NH,HCl 
0,0648g9 CH,;NH,HC! ,, ,, * 
1,7889 g NH,Cl ——— - 
Demnach sind 0,5685 9g NH, und 0,4682 9 NH,-N in der Tagesmengy 
vorhanden 


1,8537 2 in der Tagesmenge 


Il. Hundefiitterung mit Kabeljaumuskel. 
1. Versuch. 215 g Kabeljaumuskel wurden durch die Fleischhack 
maschine getrieben und mit der gew6hnlichen Nahrung so vermengt, 


daB eine ziemlich homogene Masse resultierte. Der Hund verzehrte 


restlos diese Mahlzeit. Hierauf wurde er in den Stoffwechselkafig ge- 
sperrt und der 48-Stundenharn in einem mit verdiinnter Salzsiure 
versehenen GefiB gesammelt. Der Harn wurde auf ein Volumen von 
100 ccm gebracht. 

50 cem des konzentrierten Harns (die Halfte) wurden nach Folin 
in der Kalte von den filiichtigen Basen befreit, die erhaltenen Chlor- 
hydrate gereinigt und zur Wagung gebracht. Das Gemenge der Chlor- 
hydrate wurde mittels Chloroform zerlegt. Der chloroformldésliche 
Anteil bestand aus Trimethylaminchlorhydrat, der chloroformunlésliche 
aus einem Gemenge von Salmiak und Methylaminchlorhydrat.  E- 
wurden erhalten: 

NH,Cl, 
1.3439 ¢g | CH,NH,HCI, d.s. 2,6878 g im Gesamtharn, 
(CH), NHC, 


0,0360 ¢ (CH ),;N HCI, d.s. 0.0720 g im Gesamtharn, 
demnach 0,0445 g (CH,),N im Gesamtharn. 
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Ferner wurden erhalten: 
NH,Cl, 
1,3075 | ae ae 4 d.s. 2,6150 ¢ im Gesamtharn. 
® | CH,NH,HCI, 
Methylimidanalysen. 

lL. 27,837 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus der Halfte des konzentrierten Harns lieferten 5,314 my AgJ. 
Daraus ergeben sich 0,1438 g CH;NH,HC! und 0,0660 g CH,;NH, fiir den 
Cresamtharn. 

2. 27,978 mg desselben Gemenges ergaben 4,705mg AgJ. Daraus 
folgen 0,1266 g CH,;NH,HCI und 0,0582 g CH,NH, fiir den Gesamtharn. 


Mittelwerte 
Der 48-Stundenharn enthalt 0,1352g CH,NH,HCl und 0,0621 4 
CH,N Hg. 
Salmiakgehaltsbestimmung. 

{ NH,Cl 
| CH,;NH,HCI 

0,13529 CHsNH.HCI ,, 

2,4798 g NH,Cl + % 
Daraus ergeben sich 0,7880 g NH, im Gesamtharn. 


2.6150 ¢ im Gesamtharn 


2. Versuch. 234g Kabeljaumuskel wurden verfiittert. Der 
48-Stundenharn wurde vollkommen analog dem ersten Versuch ver- 
arbeitet. Die Halfte des konzentrierten Harns wurde nach Folin durch- 
diftet. Es wurden erhalten: 

NH,Cl, 
CH,NH,HCI, d.s. 6,8364 ¢ im Gesamtharn 
(CH,),N HCI, 
0,0442 g (CH;),NHCI, d.s. 0,0884¢ ,, a 
daraus errechnen sich 09,0546 g (CH,),N und 0,0129q (CH,),N-N fiir den 


Gesamtharn. 


3,4182 g 


Ferner resultierten: 


3.3604 ¢ { NH,Cl, 
| CH,NH,HCI, ‘ 


l.s. 6,7208 g im Gesamtharn. 


Methylimidanalysen. 

1. 26,922 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus der Halfte des konzentrierten Harns lieferten 1,115 mg AgJ. 
Daraus folgen 0,0801 g CH,NH,HCIl, 0,0368¢ CH,NH, und 0,0166 g 
CH,NH,-N fiir den Gesamtharn. 

2. 28,170 mg desselben Gemenges lieferten 1,125 mg AgJ. Daraus 
ergeben sich 0,0773g CH,;NH,HCI, 0,0355g CH,NH, und 0,0160 ¢ 
CH;NH,-N. 

Mittelwerte. 

Der 48-Stundenharn enthalt 0,0787 g CH,NH,HCI, 0.0362 9 CH,N Hy, 

und 0.0163 q CH,NH,-N. 
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Salmiakgehaltsbestimmung. 

| NH,Cl im Gesamthar1 

| CH,NH,HC!I n Gesamtharn 
0,0787 g CH,NH,HCI 
6,6421 g NH,Cl - ‘e 

d.s. 2,1106g NH, und 1,7381 ¢ NH;-N im Gesamtharn. 


6,7208 ¢ 


Gesamt-N-Bestimmung. 


1. | eem des konzentrierten Harns wurde kjeldahlisiert; 74,3 cc: 
n/10 Séure wurden verbraucht. Gesamt-N des 48-Stundenharns 10,40 ¢ 


9 -- 


2. 1 cem des konzentrierten Harns; 7,73 cem n/10 Séure. Gesamt-\ 
10,82 q. 


Mittelwert. 
Gesamt-N = 10,61 q. 
3. Versuch. 270g Kabeljaumuskel wurden verfiittert. Der 4s 
Stundenharn wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


1. 0,5 ecm des konzentrierten Harns wurden kjeldahlisiert. 41,24 con 
n/10 Séure verbraucht. Gesamt-N 11,54 q. 


2. 0,5 cem Harn; 41,73 cem n/10 Séure. Gesamt-N 11,68 q. 


Mittelwert. 
Gesamt-N des 48-Stundenharns betrdgt 11,61 q. 


Bestimmung der fliichtigen Basen. 
40 ccm des konzentrierten Harns wurden nach Folin durchliiftet. Es 
wurden erhalten: 
NH,Cl, 
1,4568 g | CH,NH,HCI, d.s. 3,6420 g¢ im Gesamtharn 
(CH,);N HCL, 
0,0360 g (CHs),NHCl,  d.s. 0,0900 g ie 
demnach 0,0556 g (CH ),N und 0,0132 g (CH,),N-N im Gesamtharn. 

Ferner resultierten: 

,. { NH,Cl, Prete 

208 ; . nt , . 8. 3,5500 g. 

1,4208 | CH,NH,HCI, & & 3.5500 
Methylimidanalysen. 

1. 27,943 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlo: 
hydrat aus 40 ccm des konzentrierten Harns lieferten 4,081 mg AgJ. Dies 
entspricht 0,1493 g CH,;NH,HCI in der Gesamtmenge Harn. 

2. 29,842 mg desselben Gemenges lieferten 3,925mg AgJ. Darau- 
folgen 0,1344 g CH,NH,HCI. 


Mittelwerte. 


Der 48-Stundenharn enthalt 0,1418 g CH,NH,HCI, 09,0651 g CH,NH 
und 0,0294g CH,NH,-N. 





wul 
rLidie 


auf; 


men 


hyd 
Dari 


folge 


0.00: 


B: 








3 CCI 


L0G 


pnt 


t con 


hor 
Dies 


Lraauti- 


\ 
\ 





Schicksal der Alkylamine im Organismus usw. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 


{ NH,Cl 
{\CH,NH.HCl 
0,1418g CH,;NH,HCI 
3,4082 g NH,Cl 
Daraus ergeben sich 1,0830g NH, und 0,8918q NH,-Stickstoff im 
(y samtharn. 


3.5500 ¢ im Gesamtharn 


II1. Hundefiitterung mit Trimethylaminchlorh ydrat. 


2g Trimethylaminchlorhydrat entsprechend 1,2356 g Trimethylamin 
wurden dem Hunde so verfiittert, dali das Salz in die gew6hnliche Nahrung 
hineingemengt wurde. Der 24-Stundenharn wurde in verdiinnter Salzsaure 
aufgefangen und auf ein Volumen von 100 cem gebracht. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


1. leem des konzentrierten Harns wurde kjeldahlisiert; 39,68 ccm 
n 10 Séure verbraucht. Gesamt-N 5,55 q. 


2. 1 eem Harn; 40,20 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 5,63 q. 


Mittelwert. 


Der Tagesharn enthdlt 5,59 g Gesamt-N. 


Bestimmung der fliichtigen Basen. 
50 cem des konzentrierten Harns wurden nach Folin durchliiftet 
Es wurden erhalten: 
NH, Cl, 
0,5598 g } CH,NH,HCI, d.s. 1,1196 g in der Tagesmenge 
(CH,),NHCI, 
0,1265 g (CH;);NHCI, d.s. 0,2530¢ ,,_ ,, * 
Daraus folgen 0,1563 g (CH,),N und 0,0371 9 (CH ),N-N in der Tages- 
menge. Ferner wurden erhalten: 
{ NH,Cl, 


0.4333 g | CH,NH,HCl, 


d. s. 0,8666 g¢ in der Tagesmenge. 
Methylimidanalysen. 


1. 18,664 g des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus der Halfte des konzentrierten Harns lieferten 3,063 mg AgJ. 
Daraus ergeben sich 0,0409 g¢ CH,NH,HCI im Gesamtharn. 

2. 26,368 mg desselben Gemenges ergaben 3,780 mg AgJ. Daraus 
folgen 0,0358 g CH,;NH,HCI. 


Mittelwerte. 


Der Tagesharn enthalt 0,0388 g CH,;NH,HCI, 0,0178g CH,NH, und 
0,0081g CH,NH,-N. 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 
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Salmiakgehaltsbestimmung. 


NH,Cl 
0,8666 g ra, in der Tagesmenge 


0,0388g CH,NH,HCI ,, 
0,8278 g NH,Cl 9 


Dies entspricht 0,2631 g NH, und 0,2166 g NH;-N in der Tagesmenge. 


IV. Untersuchung des normalen Katzenharns. 


Der Tagesharn wurde in verdiinnter Salzséure aufgefangen und aut 
100 cem eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


1. 0,4cem des konzentrierten Harns wurden kjeldahlisiert ; 6,52 ccm 
n/10 Séure verbraucht. Gesamt-N 1,83 q. 


2. 0,4cem wurden kjeldahlisiert; 6,77 ccm n/10 Saure verbraucht. 
Gesamt-N 1,89 q. 


3. 0,6cem Harn; 6,46ccem n/10 Séure; Gesamt-N = 1,81 g. 


Mittelwert. 


Gesamt-N 1,84g im Tagesharn. 


Bestimmung der fliichtigen Basen. 


40 cem des konzentrierten Harns wurden nach Folin durchliiftet. 
Es resultierten: 


2664 ¢ | NHaCh 
0,2664 g | CH,;NH,HCl, : 


l. s. 0,6660 g in der Tagesmenge. 


Methylimidanalysen. 


1. 28,458 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus 40 cem des konzentrierten Harns ergaben 4,227 mg AgJ. 
Daraus berechnen sich 0,0285 g CH,NH,HCI fiir den Tagesharn. 


2. 40,084 mg desselben Gemenges lieferten 5,692 mg AgJ. Daraus 
folgen 0,0272 g CH,NH,HCI in der Tagesmenge. 


Mittelwerte. 
. ‘ 
‘ Der Tagesharn euthalt 0,0279 ¢ CH,NH.HCI, 0,0128g CH,NH, 
und 0,0058g CH,NH,-N. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 


NH,Cl i reshar 
0,660 g | CHNH,HC ro Pan 
0,0279g CH,;NH,HC! _,, * 
0,6381 g NH,Cl Pm - 


Dies entspricht 0,2027 g NH, und 0,1670g NH,-N in der Tagesmenge. 
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V. Untersuchungen des normalen Menschenharns, 


Die Tagesmenge wurde auf 100ccm bei salzsaurer Reaktion eingeengt. 


Bestimmung der flichtigen Basen. 
50 cem des konzentrierten Harns wurden in der Kalte nach Folin 
lurchliiftet. Kes wurden erhalten: 
| NH,Cl, 
|\CH,NH,HCI, 


15779 ¢ d.s. 3.1558 g im Tagesharn. j 


Methylimidanalyse. 


aul 
1. 32,637 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hvdrat lieferten 6,316 mg AgJ. Daraus folgen 0.1758 g CH,;NH,HCI! in 
ler Tagesmenge. 
ecm 2. 28,947 mg desselben Gemenges ergaben 5.843mg AgJ. Daraus 
ergeben sich 0,1843g¢ CH,;NH,HCI in der Tagesmenge. 
cht. 
Mittelwerte. 
Die Tagesmenge enthalt 0,1796 g CH,NH,HCl, 0,0824g CH,NH, 
ind 0,0372q CH,NH,-N. 
Salmiakgehaltsbestimmung. 
3.1558 | NH,Cl in der Tagesmenge 
7,100 y ra - ‘ 
®\CH,NH,HC!,, ,, ° 
0,1796g CH;NH,HC! ,, ,, 99 
ftet. ri i 
2,9762 g NH,Cl oer ” 
Dies entspricht 0,9456 g NH, und 0,7788g NH,-N in der Tagesmenge. 
Zusammenfassung. 
1. Es wurden an einem Hunde Fiitterungsversuche mit Kabeljau- 
lor- muskel vorgenommen und die Ausscheidung fliichtiger Basen im Harn 
quantitativ verfolgt. 
‘Das mit dem Kabeljaumuskel dem Hundeorganismus zugefiihrte 
— Trimethylamin wird zu 86 bis 87°, abgebaut. Es erfolgt hierbei keine 
° stufenweise Entmethylierung, denn Dimethylamin konnte nicht nach- 
vewiesen werden, und das ausgeschiedene Monomethylamin weicht nicht 
; von der Norm ab. 
VH, 


2. Ein Fiitterungsversuch mit Trimethylaminchlorhydrat am gleichen 


Hunde fiihrte zum selben Ergebnis. Es wurde zu 87°, abgebaut, ohne 
da Dimethyvlamin oder vermehrte Mengen Monomethylamin aus- 
veschieden wurden. 

Dieses Ergebnis stimmt vollkommen mit den von Langley in dieser 


Richtung an Kaninchen gemachten Beobachtungen iiberein. 


3. Auch das mit dem Kabeljaumuskel verfiitterte Monomethylamin 
wird im tierischen Organismus zerstort. 
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4. Normale Harne von Hund, Katze und Mensch wurden unte 
sucht, und es konnte hierbei festgestellt werden, daB Monomethylam 
auch in ganz frischen Harnen vorhanden ist. 

Quantitative Untersuchungen ergaben folgende Mengenverhaltniss: 

Der Tagesharn eines Hundes enthielt 0,0298 g CH,NH, 
einer Katze od 0,0128g CH,NH, 
eines Menschen  ,, 0,0824 ¢g CH,;NH, 


5. Versuche, welche auf die Klarung der Frage nach dem Ursprung 


des im normalen Harn ausgeschiedenen Monomethylamins gerichtet 
sind, wurden in Angriff genommen. 


Fir die Beistellung der fiir die Tierversuche benédtigten Stoffwechss 


kéfige sind wir der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu groBem 


Dank verpflichtet. 
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Uber die Kohlenhydrate und den Kohlenhydratstoffwechsel 
der Laubblatter. 


lL. Mitteilung: 
chsel 


oBem Die Zunahme des Saccharosegehaltes beim Welken. 


Von 


H. Schroeder und F. Herrmann. 


Aus dem botanischen Institut der Wiirttembergischen Landwirtschaftlichen 
Hochschule Hohenheim. ) 


(Eingegangen am 26. Mdrz 1931.) 


Die vorliegende Abhandlung, obwohl als Fortsetzung und im Verfolg 
friiherer eigener und Schiilerarbeiten des einen von uns entstanden!, 
mag nichtsdestoweniger den Anfang einer Serie bilden, weil wir nunmehr 
ein umfassenderes Arbeitsprogramm systematisch zu bewaltigen ver- 
suchen, wobei besonders Wert auf das Sicherstellen der Ergebnisse 
gelegt werden soll. Aus diesem Grunde ist diese erste Veréffentlichung 
der Reihe, wenn auch die mitgeteilten Befunde in anderer Richtung 
ausgewertet werden kénnen und sollen, vornehmlich der Frage gewidmet, 
ist es in der Tat der Rohrzucker, dessen Menge in bei Lichtabschlub 
welkenden und dabei die Starke beschleunigt abbauenden Starkeblattern 
zunimmt ? 

Fir die Literatur betreffend Starkeabbau beim Welken verweisen wit 
auf die angefiihrte Arbeit von Schroeder und Horn. Ein Tetl der dort ge 
nannten Forscher, z. B. Molisch, bringt die Erscheinung nicht sowohl mit 
Welken als vielmehr mit Férderung bzw. Hemmung der Transpiration in 


uwséchlichen Zusammenhang, wie denn Rywosch*, der beschleunigtes Ver- 
schwinden von Starke aus Blattern trocken gehaltener, ganzer Pflanzen 
bereits 1906 beobachtete, an eine Wirkung vermehrter Transpiration, 


allerdings fiir seine Versuche auf die Stoffableitung, gedacht hat. 


! Schroeder u. Horn, diese Zeitschr. 130, 165, 1922; Horn, Bot. Arch. 
3. 137. 1923: Ahkrns, ebendaselbst 5. 234, 1924: Bruns, ebendaselbst 11 
$0, 1925; Ritschl, ebendaselbst 26, 349, 1929. 

2 Rywosch, Bot. Ztg. 66, 121, 1908. 
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Fir abgeschnittene Blatter, bei denen Ableitung ausgeschlossen 
sprach Neger', ohne sie experimentell zu priifen, die Vermutung aus, cd 
Starkezunahme gehe eine Zuckerzunahme parallel. Molisch? lieB zw 
Zuckerbestimmungen ausfiihren, konnte aber aus diesen nichts folge: 
Dagegen erkannten Schroeder und Horn in der angefiihrten, beim Erschein« 
der Mitteilung Molischs bereits abgeschlossenen® Arbeit, daB an Ste 
der Starke nicht ein einfacher Zucker (Glucose), auch nicht Maltose trat 
sondern eine leichter als letztere spaltbare Substanz, die sie als Sacchar: 
ansprechen, weil das Kupferreduktionsvermégen (Sertrands Verfahr 
der Extrakte nach Behandlung mit 4°, Citronenséure zunahm, und zwar 
bei gewelkten Blattern (Starkeabbau) starker als bei turgescenten. Dies: 
Befund ist inzwischen mehrfach bestatigt worden*. Hier sei eine Schroed: 
und Horn unbekannt gewesene Arbeit Watermanns® nachgetragen, di 
zufolge bei Kartoffelknollen und bei Bananenfriichten durch Trocknen ty 
nicht zu hoher Temperatur Verschwinden von Starke unter Auftret: 
von Rohr- bzw. Invertzucker herbeigeftihrt werden kann. 

Da eine Zunahme des Rohrzuckers fiir verschwindende Starke 
vom Standpunkt der Chemie nicht vorauszusehen ist, verlangt sie 
doch auBer Hydrolyse Lavulosebildung und danach Saccharosesynthes« 
muB besondere Sorgfalt darauf verwendet werden, die Saccharos 
einwandfrei als den auftretenden Zucker festzustellen. 

Ritschl® hat im hiesigen Institut versucht, anstatt der Saure 
hydrolyse (H-Ionenhydrolyse, auch Phosphatgemisch) die spezifischer: 
Invertasespaltung heranzuziehen. Infolge unerwarteter Schwierigkeiten 
z. B. war gerade bei Tropaeolum-Blattextrakten das Enzym anscheinend 
ginzlich unwirksam, konnten die Untersuchungen nicht in dem ge 
planten Umfang durchgefiihrt werden. Wir hoffen, sie wieder aut 
aufnehmen zu kénnen. Keulemans’ differenzierte die Zucker der Blatt 
extrakte mit Hefen (Saccharomyces und Torulaarten) ungleiche: 
Garkraft, hatte dabei indes etwas anders gerichtete Versuchsziele 
Kin dritter Weg der Priifung besteht darin, sowohl das Kupferreduktions- 
vermégen, wie die optische Drehung des gereinigten Extraktes vor und 
nach Hydrolyse mit einer zur Saccharoseinversion geeigneten Saure- 
konzentration (H-Ionenkonzentration) zu bestimmen. Zunahme des 
Reduktionsvermégens und Drehungsanderung auf Rohrzucker berechnet 
miissen, wenn wirklich dieser und nur dieser gespalten wurde, innerhal! 


4 

' Neger, Naturwiss. Wochenschr. f. Forst- u. Landwirtsch. 13, 370, 1915 

2 Molisch, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 39, 339, 1921. 

3 Schroeder, ebendaselbst 39, (6), 1921. 

‘ Teils unabhangig: Iljin, Jahrb. f. wiss. Bot. 61, 670 u. 698, 1922 
teils im Verfolg der aufgefiihrten Arbeiten z. B. Tollenaar, Proefschrift 
Wageningen 1925 und die vorn aufgezahlten Arbeiten. 

> Watermann, Chem. Weekblad 11, 332, 1914; 12, 48 u. 924, 1915 
zitiert nach Chem. Centralbl. 1914 u. 1915; de Wolf, diese Zeitschr. 176 
225, 1926; 178, 36, 1926. 

6 Ritschl, Bot. Arch. 26, 349, 1929. 

7 Keulemans, Rec. trav. bot. néerland. 25, 329, 1928. 
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ler Fehlergrenze ibereinstimmende Werte ergeben. Dieser Weg wurde 
in den im folgenden aufgefiihrten Versuchen beschritten!. Bei der 
geringen Zuckerkonzentration der Extrakte verlangt seine Durchfiihrung 
einen empfindlichen Polarisationsapparat (Skala bis 0,01°), der uns 
im letzten Herbst von der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
zur Verfiigung gestellt wurde. 


Seit dem Erscheinen der Arbeit von Schroeder und Horn wurde 
das Arbeitsverfahren mehrfach abgeandert und verbessert. Vollkommen- 
heit haben wir gewiB noch nicht erreicht, denn die quantitative Dif- 
ferenzierung der Blattzucker ist eine schwierige Aufgabe und mit 
Fehlerméglichkeiten von dem Augenblick der Ernte an belastet. Als 
wesentlich seien folgende Abweichungen von dem Arbeitsgang Horns 
aufgefiihrt. An Stelle der Extraktion mit Wasser trat eine (dreimalige) 
mit Alkohol (80°,). Das Bertrand-Verfahren wurde durch das von 
Schoorl? ersetzt, erstens, weil dieses jede Filtration vermeidet, zweitens 
und besonders deswegen, weil Schoorl eine Kochdauer vorgeschrieben 
hat, innerhalb deren Glucose und Fructose gleiche Kupfermengen redu- 
zieren. So wird bei Unkenntnis des Mischungsverhaltnisses beider 
Hexosen die Willkiir einer Wahl] zwischen den differierenden Werten 
zweier Tabellen vermieden. Fiir die Reinigung der Extrakte verblieben 
wir in dieser Versuchsreihe bei dem basischen Bleiacetat (Bleiessig), 
obwohl dieses besonders bei UberschuB, der sich trotz aller Sorgfalt 
nicht immer vermeiden l]aBt, Zuckerverluste verursacht®. Unsere 
Folgerungen werden durch einen derartigen geringen Verlust nicht 
beeintrachtigt, dagegen war es notwendig, etwa anwesende Glykoside 
wegzuschaffen, was eben durch die Alkoholextraktion in Verbindung 
mit der Verwendung des wirksameren‘* basischen Acetats erreicht werden 
sollte. Das Entbleien wurde nur bei Serie I des ersten Versuchs (A) 
wie friiher mit Natriumsulfat vorgenommen, bei allen iibrigen durch 
Einleiten von Schwefelwasserstoff. 

Zur Saccharoseinversion (Schwachhydrolyse) wurden nunmehr 
»)* 


Verfahren verwendet, bei welchen Kochen vermieden wurde. 25 ccm 


Einige derartige Versuche fiir die getrocknete Kartoffelknolle bei 
le Wolf (1. e.). 
2 Schoorl, Chem. Weekblad 26, 130, 1929. (Wir haben das unverbrauchte 
Cuprisalz jodometrisch bestimmt). 
3 Wiederholt festgestellt, z. B. Schroeder u. Horn, |. c. S. 197; Loomis, 
Plant Physiol. 1, 179, 1926; Haynes u. Archbold, Ann. of Botany 42, 970, 1928. 
* Appleman, Loomis, Phillips, Tottingham u. Willaman, Plant Physiol. 
2. 199, 1927; Haynes u. Archbold, |. c. 8S. 974. Auf die Methode von Evans 
Ann. of Botany 42, 2, 1928), Zufiigen von Kaliumoxalat zu dem unfiltrierten 
Bleiacetatsniederschlagsgemenge sind wir zu spat aufmerksam geworden. 
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des Extrakts wurden mit 2,7 ccm Salzsaure, spezifisches Gewicht 1,12: 
bis 1,123, versetzt, die Lésung war danach 0,73 bis 0,75 n, und it 
Erlenmeyer-Kolben, dessen Hals mit Glastrichter und Glasstaben be 
deckt war, 10 Minuten bei 68 bis 70° gehalten. Alsdann wurde ras« 
(flieBendes Wasser) abgekihlt, neutralisiert und auf 50 cm aufgefiillt 
Daneben wurde, im Versuch B, nach der Vorschrift von Gubbe 11/, Stunde: 
bei 60° in 2°,iger Oxalsaure digeriert?. 

Die im Versuch A ausgefiihrte Starkhydrolyse nach Horn 
(1/, Stunde in n/1 Salzsaure im kochenden Wasserbad) lieferte sowolhi| 
nach dem Kupferreduktionsverfahren wie beim Polarisieren niederere 
Werte als die Schwachhydrolyse. Diese Befunde sind demnach durc! 
Lavulosezerstérung entstellt. Ihre Wiedergabe unterbleibt. 


Nicht nur fiir die Darstellung der Ergebnisse, sondern schon zu: 
Gewinnung gesicherter Resultate tiberhaupt miissen einwandfreic 
BezugsgréBpen gefunden werden, hier wie iiberall, wo es sich darum 
handelt, quantitative Befunde physiologisch und zwar wieder quantitati\ 
auszuwerten. Indem wir eine ausfiihrliche Behandlung dieses Gegen 
standes einer spaiteren Veréffentlichung vorbehalten, begnigen wir uns 
diesmal mit einigen Bemerkungen. 

Zur Bestaitigung der Ansicht, daB die Zunahme des Reduktions 
vermégens nach Schwachhydrolyse auf Saccharose-Inversion zuriick- 
zufiihren sei, wird es geniigen, einfach die gewonnenen Extrakte vor 
und nach der Hydrolyse reduktiometrisch und polarimetrisch zu messen 
Fiir weitere Folgerungen schien es aber, trotz der alteren Arbeiten 
wiinschenswert, festzustellen, in welchem AusmaBe der Rohrzucke1 
gehalt beim Welken vermehrt werde. Zur Berechnung und zum Ver 
gleich absoluter Saccharosemengen im Blattmaterial haben wir die 
Blatttrockensubstanz als BezugsgréBe gewahit. Indes nicht das Trocken- 
gewicht zu Beginn der Analyse, sondern das Erntetrockengewicht 
Da der Wassergehalt an einer Paralle)probe fiir alle gleichzeitig geernteten 
Versuchsserien zusammen festgestellt wurde, ist dies fiir die Ver 
gleichung dasselbe, wie wenn auf Original, also Erntefrischgewicht 
bezogen worden ware. Atmungsverluste wahrend des Versuchs sind 
also fiir die Bezugsgr6Be ausgeschaltet. Hingegen kann sich die Zu 
sammensetzung des Untersuchungsmaterials, ungleiche Atmung, i 
verschiedener Weise geindert haben. Die beobachteten Ausschlage de 


? Also nach Clergets Prinzip, auf dem auch Herzfelds Verfahren basiert 
mit welchem sich das oben beschriebene ziemlich deckt. Davis fiircht« 
Lavulosezersetzung, was Keulemans und Tollenaar bestreiten. 

2 Gubbe, Chem. Ber. 18, 2214, 1885; Ost, ebendaselbst 24, 1641, 1891 
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Rohrzuckergehalts sind so groB, daB der Versuch des rechnerischen Ab- 
wagens eines vielleicht derart verursachten Fehlers sich eriibrigt. 

Da der Unterschied im endgiiltigen Wassergehalt, Wassergehalt 
nach der Behandlung also zu Analysenbeginn, zwischen frischen, feucht 
gehaltenen und gewelkten Blattern ein betrachtliches AusmaB erreicht, 
ist es unmdglich, aus den auf Trockensubstanz bezogenen Zuckermengen 
auf die Lésungskonzentrationen (bzw. deren Veranderungen) der Zucker 
zu schlieBen. Und doch muB der Méglichkeit, diese zum wenigsten 
annahernd zu schatzen, Bedeutung beigelegt werden, vor allem zur 
Entscheidung der Frage, ob Abhangigkeit der Bildung einer Zuckerart 
von der Konzentration einer anderen bestehe oder nicht oder doch 
wahrscheinlich oder unwahrscheinlich erscheine. Fiir diesen Zweck 
haben wir als geeignetste, wenn schon nicht ideale BezugsgréBe, das 
vorhandene Wasser genommen!. Die Angabe der Menge eines Zuckers 
auf 100 Teile Wasser besagt also, welche Wassermenge auBerst zur 
Lésung der angegebenen Zuckermenge zur Verfiigung steht. Die 
wirklichen Zuckerkonzentrationen werden héher sein als die auf dieser 
Basis errechneten. Doch ist das Bestehen einer angenaherten Pro- 
portionalitat anzunehmen, da gleiche Organe verschiedenen Wasser- 
gehalts verglichen werden. 

Wir verkennen nicht die Fehlerquellen dieser SchluBbweise (Imbi- 
bitionswasser, ungleicher Wassergehalt verschiedener Gewebe und 
Zellen, EinfluB der Leitungsbahnen, sonstige Lokalisationen auch inner- 
halb der Einzelzelle). Immerhin ist die benutzte BezugsgréBe die beste, 
passender als das Frischgewicht (Analysenfrischgewicht), gegen das die 
gleichen Bedenken erhoben werden kénnen, das aber iiberdies die 
Trockensubstanz einschlieBt. Da diese Trockensubstanz im frischen 
und im feucht gehaltenen Material etwa ein Fiinftel des Frischgewichts 
ausmacht, im gewelkten zwei Drittel, erlaubt Bezugnahme auf Frisch- 
gewicht keinen RiickschluB auf Lésungskonzentrationen. 

Folgende kurze Tabelle I (Versuch A entnommen) mag als Beispiel 


dienen. “ 
Tabelle I 





l 2 ] 4 y 6 
Auf 100 Teile Auf 100 Teilk 


f . e sse 
Trockensubstanz Auf 100 Teile Wasser Analysenfrischgewicht 


Hexosen Saccharose Hexosen Saccharose Hexosen Saccharose 
Bei Ernte {2 -°| 4:02 5.91 1.03 1,50 0,817 1,20 
, if. 4.32 6.63 1,10 1.69 O.878 1,34 
Nach 41 Std. 
dunkel, feucht 7,85 3,49 2,19 0.98 171 0,765 
Nach 41 Std. 
dunkel, trocken 2.24 13,20 4.59 26.95 151 8.84 


1 Vgl. Mason u. Maskell, Ann. of Botany 42, 199, 1928. 
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Es wird gentigen, wenn wir auf die halbfetten Zahlen fiir Hexosen hin- 
weisen. Stab 1] zeigt gréBere absolute Mengen in der feuchten Serie, Stab 3 


héhere Lésungskonzentration in der gewelkten. Stab 5 Beziehung 
auf Analysenfrischgewicht — weder das eine noch deutlich das andere 


Damit schlieBlich die Unterschiede im Wassergehalt unmittelba: 
erkennbar seien, haben wir diesen nicht nur, wie iiblich, in Prozent 
des Frischgewichts ausgedriickt, sondern tiberdies auf die Trocken 
substanz bezogen, in der Erwaigung, daB auf eine méglichst konstant 
GréBe Bezug zu nehmen sei und daB die Schwankungen in der Meng: 
des zu bestimmenden Stoffes die Bezugsgr6Be nicht beeinflussen diirfen 
Auch hier mag statt vieler Worte eine kleine Tabelle den Vorzug des 
gewahlten Verfahrens, das haufiger angewendet werden sollte!, be 





ween. mm 
Tabelle II. 
In 100 Teilen Frischgewicht Auf 100 Teile 
Trockensubsta 
Trocken- - kommen 
substanz Wasser Teile Wasser 
os ee eee 20,3 79.7 394 
Nach 41 Std. dunkel, feucht. . 21,9 78,1 357 
Nach 41 Std. dunkel, trocken . 67.2 32.8 449 
IV. 


In Kontrollversuchen mit Saccharose und Maltoselésungen habe 
wir beide Inversionsverfahren sowohl nach der reduktiometrischei 
wie nach der polarimetrischen Methode gepriift, jedoch nur insoweit 
als dies fiir unsere Zwecke erforderlich erschien. Die Ergebnisse enthalt 


folgender Auszug in Tabellenform. 


Tabelle III. 








conzen- . . . . . . Nach Se ach- drolvse 
— “ Nach Schwach-Hydrolyse mit Salzsiure a Lee eng sy “= y ms 
seahorses (in °/, de we dten Substanz) me ISSUES (33 x 
dex in ler angewandten Substanz angewandten Substanz 
Ausgangs- _ 
lésung* Nach dem Cu- Nach dem Cu- 
if Reduktions- Polarimetrisch Reduktions- Polarimetrisc 
etwa verfahren verfahren 
5) 96.5 1012 100.5 
S & se ae 2 | sofort: 101.3 100.6 l ave | sofort: 99,9 
S | J 98,3 } n. 24 Std. 101.0 100.3 j I16 n. 24 Std. 98 
= 1,75 99,8 102.3 101.6 98.1 99.85 
zB 1 99,6 102.7 102 98,6 1000.2 
F 0,25 100,2 105,6—110 105—109,5 
0.16 101.9 
+2 | 1.9 3 1,4 2,5 0,5 
== | 0,24 0 S5 


* Die polarisierten Lésungen sowohl vor wie nach der Hydrolyse jeweils auf die Halft 


der angegebenen Konzentration verdiinnt 
** In diesem Versuch Ablesungen nach den Hydrolysen im Wassermantelrohr 


1 Benutzt von Mason u. Maskell, Ann. of Botany 42, 195 u 198, 1925 
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Fur das Salzsdureverfahren bei Saccharose ergibt die Bestimmung 
des Invertzuckers nach Schoorl bei Konzentrationen von 1,75 bis 0,16, 
die denjenigen der verwendeten Blattextrakte entsprechen, vollstandige 
Inversion. Bei der Polarimetrie sind fiir die Salzsiurebehandlung 
jeweils zwei Werte mitgeteilt, die durch Benutzung verschiedener 
Rechnungskonstanten erhalten wurden. Fir die Zahlen der vorderen 
der beiden hergehérigen Stabe ist die spezifische Drehung des Invert- 
zuckers mit 19,69* (fiir Konzentrationen bis 1°,) und 19,84 

Konzentrationen bis 5°.) eingesetzt. Nach Untersuchungen von 
Herzfeld und von Ost! bewirkt Erhitzen mit Salzsdiure eine Verstarkung 
der spezifischen Invertzuckerdrehung auf 20,63 oder 20,71 fiir etwa 
13°, ige Lésungen. Das Mittel — 20,67 gibt fiir 5- und 1°,ige Lésungen 
20,38 und 20.24. Die Berechnung mit Hilfe dieser GréBen liefert 
die in der zweiten der einschlagigen Stabe aufgefiihrten Zahlen. Wenn 
wir auch im Gegensatz zu Ost nach beendigter Inversion neutralisiert 
haben und bei den Versuchen mit Blattextrakten tiber Nacht stehen 
lieben, ehe wir polarisierten, so haben wir doch im Hinblick auf die 
bessere Ubereinstimmung in den Kontrollversuchen bei der Berechnung 
der Resultate, soweit die Salzsaurehydrolyse in Betracht kommt, nur 
die niederere Rohrzuckerwerte liefernden Werte — 20,38 und 20,24 
fiir [x]}) Invertzucker benutzt?. Wie Tabelle III lehrt, sind die polari- 
metrisch gewonnenen Werte unserer Kontrollversuche bei Salzsaure- 
hydrolyse selbst dann etwas héher als die bei der reduktiometrischen 
Analyse erhaltenen und haufig etwas héher auch als es die Theorie 
erwarten 1aBt. 

Beim Ovxalsdureverfahren war reduktiometrisch gemessen die 
Inversion der Saccharose nicht ganz so vollstandig wie bei der Salz- 
sdurebehandlung. Auch die polarimetrischen Werte bleiben etwa in 
gleichem Ausmai hinter den mit Salzséiure erhaltenen zuriick. Sie 
sind, verglichen mit den reduktiometrischen nach Oxalsaéureinversion 
gefundenen, etwas héher und stimmen am besten mit den theoretisch 
zu erwartenden iiberein. Da Oxalsaurehydrolyse die spezifische Drehung 


* Alle die Polarisation betreffenden Daten. soweit nicht anders bemerkt, 
aus Landolt, Das optische Drehungsvermégen, II. Aufl., 1898. 

1 Ost, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 24, 1641, 1891; Landolt, |. ¢. S. 527. 

2 Die Berechnungsformel lautet: C's ¥] XII) - K. Es bedeutet Cs 
die Saccharosekonzentration (Gramm Saccharose in 100 cem Lésung), 

den Ablenkungswinkel vor und +;; denselben nach der Inversion. A eine 

Konstante, deren GréBe von der spezifischen Drehung der Saccharose und 
des Invertzuckers abhangt. Sie ist fiir die Zahlen der vorderen Spalte mit 
0.574 (Saccharosekonzentration bis | ) und 0,572 (Konzentration bis 5 
eingesetzt, fiir die zweite Spalte mit 0.570 und 0,568. Aus Angaben bei 
Bertrand (Bertrand-Thomas, Guide pour les manipulations de  chimie 
biologique, I]. Ed., 105, 1913, folgt: Cs (yy ayy) . 0.577. 
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des Invertzuckers nicht beeinfluBt, ist beideren Anwendung die Rechnung 
nur fiir [a];, Invertzucker 19.69 und 19,84 durchgefiihrt?. 

Soweit unser Maltosepraparat (Gehalt 93°, nach Polarisation 
96°, nach Cu-Reduktion) ein Urteil erlaubt, findet bei beiden Hydro- 
lysierverfahren eine geringfiigige Maltosespaltung statt, etwas starke: 
bei der Verwendung von Salzsaure. 

Wir diirfen also nach dem Ergebnis der Kontrollversuche voraus 
setzen, daB ohne merkbare Liavulosezerst6rung nach dem Salzsaure 
verfahren die Rohrzuckerinversion vollstandig ist, wahrend bei de: 
Oxalsiiurebehandlung vielleicht ein kleiner Rest unzerlegt bleibt 
Oder vorsichtiger gesprochen, wir diirfen fiir die Versuche bei der Salz 
siiurehydrolyse etwas héhere Werte erwarten als bei Benutzung von 
Oxalsaure und ebenso fiir die Polarisation héhere als bei der Kupfer- 
reduktion?. 

V. 

Bei den Blattextrakten zeigten die Ergebnisse beider Analysen- 
verfahren zur Rohrzuckerbestimmung eine gute Ubereinstimmung. Wit 
haben uns darum mit zwei Versuchsserien begniigt. Als Versuchspflanze 
diente, wie friher, Tropaeolum majus. 

Im ersten Versuch (A) wurden am 14. Oktober zwischen 16 und 
17 Uhr zwei Partien Blatter geerntet. Jedes Blatt wurde halbiert 
dann Stiel, Nervenknoten und, zur Erzielung gleicher Teilstiicke. 
die Rippe, langs deren das Zerschneiden erfolgte, entfernt. Abwanderung 
war also nicht méglich, wohl aber Verschiebung (Nerven-Parenchym 
innerhalb der Blattstiicke. Folgende vier Serien wurden analysiert 
Serie 1: Blatthalften sofort nach der Ernte; Serie 2: die Halften de: 
gleichen Blatter nach 41stiindigem Verweilen feucht und dunkel be 
Zimmertemperatur; Serie 3: wiederum Blatthalften unmittelbar nach 
der Ernte; Serie 4: die zweiten Halften dieser Blatter nach 41 Stunden 
trocken und dunkel, gleichfalls bei Zimmertemperatur. 


1 Die Rechnungsformeln fiir die Auswertung der polarimetrisch« 

Untersuchung der Blattextrakte lauten demnach: 
C's (xq xy) . 0,574 bzw. 0,572 fiir die Oxalsaéure- und 
Cs (>7 a11).0.570 ., 0,568 .. ., Salzstéurehydrolvyse. 

2 Kin weiteres Verfolgen nach der chemischen Seite ist nicht unser 
Aufgabe. Die Ergebnisse stimmen mit Gubbe und Ost insofern tiberei 
als bei Arbeiten mit dem Polarisationsapparat das Oxalsaéureverfahren de1 
Inversion die besten Werte lieferte. Fiir die reduktiometrische Analy 
war das Salzséureverfahren iiberlegen. Vielleicht verdienen hier neuer 
Arbeiten Beriicksichtigung, denen zufolge die spezifische Drehung = de- 
Rohrzuckers nicht allein von der Saccharosekonzentration abhangt, sonder! 
von der Konzentration der gelésten Stoffe iiberhaupt. (Siehe die im folgende: 
angefiihrten Arbeiten von Zerban u. a.) 
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Das Welken der letzten Serie verlief ungleichmaibig. Manche 
Blatter waren nach Ablauf der Trocknungsperiode rauschdirr, fast 
briichig, andere zeigten leichtere Welkerscheinungen. Infolgedessen 
haben wir verzichtet, den Wassrergehalt an Stichproben unmittelbar 
zu bestimmen, wir haben denselben vielmehr aus der Gewichtsabnahme 
des gesamten Untersuchungsgutes berechnet. So wurde ein zuverlassiger 
Mittelwert gefunden, von dem aber einzelne Blattstiicke nach beiden 
Seiten erheblich abgewichen sein mégen. 

Der zweite Versuch (BI) unterscheidet sich von dem. ersten 
darin, daB unzerteilte Blatter verwendet wurden. Geerntet wurde am 
24. Oktober! zwischen 14 und 15 Uhr an einem triiben, regnerischen 
Tage, so daB die Blatter vor dem Wagen auBerlich abgetrocknet werden 
muBten. Serie 1 wurde sofort nach dem Ernten extrahiert, Serie 2 
nach etwa 20stiindigem Verweilen feucht und dunkel, Serie 3 nach 
ebenso langem trocken und dunkel, beide Male bei Zimmertemperatur. 

Wir fiigen die Ergebnisse eines dritten Versuchs (BII) bei, in 
welchem die Serien 1 bis 3 die gleiche Behandlung erfuhren wie die 
gleichbezeichneten des vorausgegangenen Versuchs, mit denen sie ge- 
erntet wurden. Nur wurden diesmal, und zwar jeweils vor dem Analy- 
sieren, die Blattspreite mit der Schere zerlegt und grébere Nerven auf 
der einen (Serie 1b, 2b, 3b), die Reste der Laminae (Serie la, 2a, 
3a) auf der anderen Seite fiir sich extrahiert und analysiert. 

Vi. 

Wie in den eingangs angefiihrten alteren Untersuchungen steigt 
das Kupferreduktionsvermégen infolge Schwachhydrolyse bei den 
gewelkten Blattern weit starker als bei den feucht gehaltenen, welch 
letztere mit den sofort nach der Ernte analysierten iibereinstimmten 
oder hinter diesen zuriickblieben. 

Die Polarisation ergibt nach Schwachhydrolyse in allen Serien 
Abnahme der Rechtsdrehung (bis zur Linksdrehung) und diese Abnahme 
erreicht bei dem gewelkten Material den héchsten Betrag. Wenn die 
Zunahme des Kupferreduktionsvermégens nach Schwachhydrolyse und 
ebenso die nach derselben Behandlung beobachtete Abnahme der 
techtsdrehung auf Rohrzucker bezogen und dementsprechend berechnet 
werden, so stimmen die fiir diesen Zucker erhaltenen Werte gut iiberein 
(Stabe 10, 11, 14, 15, Tabellen IV bis VI). Man vergleiche dazu besonders 
Stab 12 genannter Tabellen, welcher die polarimetrisch ermittelten 
Werte fiir Rohrzucker in Prozent der reduktiometrisch gefundenen 
enthalt. Wir haben in die Versuchstabellen nur die Ergebnisse der 


1 Beide Versuche muSten aus auBeren Griinden spit im Jahre an- 


gestellt werden. Nachtfrost war vorher nicht eingetreten. 








F. Herrmann: 


H. Schroeder u. 


416 








Sunjyyo qoot] 
ats Joysoryyu) 









OS\tN 

pun Jisse 
“1914 
@psaTM 





61 


uatunyolloeg 





8 


) 


UOTPRSLelOd 


1 Le 


91 


69'T 


60 86¢ 





gI LI 
ns 
o wD Oo 

ee us 
nA = F 


JASSB 
PAL OOT JD 


C6 96 69 F 


Ol 


61% 


uasoXe}{ 


LOI 


G 





ore 


> Z 

gas 

= Z 
Z 


OG ET 


£99 


6F 


= S. 
U = 
x °& 
=2e 
rs 
= Z 


OG 


GE F 


esl 


GO F 


eI 


uasoxey] 





‘Ia 


600T  FE&8s 





§ 46 


LET 


166 


PLE = GGET 


0 
— re 
a oe 
Sas 
22" 
Sep yg 
on = 
a= JS 
-75 
ZN” 
e > 


Yorisdo 4 





“A 97)9QUD,], 


OE8S ERP 


LOFT 


616 


LO9T 


CCR 


su 
a 5 
=SE 
ae) 
z5e 
5 


IBIYXY wy 


6F 


P6E 


Los 


P6E 


Ns 
zane 
PAS 
—s 
eos 
=N7 


Cle 


1G 


COS’ LIS GE 


CES £04 LBL 


$16 GO'9L 616 VSL 


GIG 


Blaw 
Snes 
= 2e 
2in7 


Ces £06 L6L 


- 
0 0 
a 0 0 
4 

aD = 

<_< S wu Ul 
“ — = vi 
S “Bo 4 
r = 2 
i oF! % 
wi eT) 


4 


[BLla BUIUOSA[eUy 


OE 


CE 26 


TOA 


asApeay 


jh, 


FOI 


“ 








Ways 
‘jeyunp 
‘PIS TP Youu 
Ue TBY RL) 
f 9eg 


(j491sA}BUB 
oyu] 
YoRu 410}0s8 
U944[8Y}}8]q 
§ Seg 


(jaesdpeus 
sone} 
‘pyunp 
‘PAS Lp Youu 
19} j;/BY BIg ) 
vA vldoag 


(jao1sA]euR 
eyuay 
ova JLopos 
U9} TBYIIBI) 
] elWag 


Junpuryey 
i 


Sunuyowzogq 








‘y Yonsie, 


"AT 9212QU, 





a\' st 


Pmt aT TEE get 


avr 


dunkel, 


trocken 





























417 





Kohlenhydrate und Kohlenhydratstoffwechsel der Laubblatter 


Bemerkungen 









—_———— af) i 

UONRSIIRLOg at ~ © ' 
¢ sue = = Fr) ZL 
= BSOLRTIIRS ~ — 
a ) : ae x © 
= 7 uOTJyNpay-ny os & o: 
== sne =~ ee a ae 
> PSOIBYOORS - > ~— 
- ' t S j 
uasoxay = = x: pe 
= _ NI 
WOHRS UO at = 12 

sne — <i : j 





ISOLBEQOIRS 
uoMynpey-n,) 
sne + 


ASSOLE OIIBS 


4,14 4,0 
4.17 
10,35 10 


= 
- 
< 





UdsOXIH pa 


4 
2 80 


5.48 
2,19 


sellion 





x NI 
-SUCTAYNpey “p > ~ ~ > = 
oy ‘201g Ul Wa © 1 S a = 
an = 
_ -SUOURSLIR[Og 
4 ¢ NI > 
3 = = : 12D 
5 ~ | —s © = - a x oS 
7 = Z = - t ™ Oo 
= ~ = — 
- * S 
. 
“ = ond ' . 
a > 5 a — = 
a - a yi = ™ — s 
: ~ ussoXxe sTe ~ -- = 
; 1a a ' ee > a oS - 
3 > Iayonz oe =: oe af 3 
= ‘znpel 14eIIp = - 
S 


0 ®H OAL 


7 zurysqus - 2 - 2 
~UdyooLy + = 
E e191 OOT Jue 
: zuRisqns P ™ par pat! ~ 
Se = ¥ 
“UdsH{IOLL = —_ 


3,4 
9 


Analysenmaterial 


, 19SSB\ ef — a o I 
q x ra 

J “= ~ nN 

q zuvisqns o - pe 4 ye " 

; -UayooLy, c 2 ptr Ven) 

ae ~ & x 

J[BYISISSSE MA = - om. - xy 

DX x as 


as{jeuy JOA ov of 





ht 





101,5 99,1 


















is Yon 
» - io | = 
aqyuig eq tL ~ = oS 
es < ae | a 
yo — — 
i ¢ Z. = 
_— 2 - soak = 
=—=SSt nz eC ost - 
, om . T = Ra gs 
= —- em 7  ” ® =~» > & 
- © ~  ©i* => & © > 
ee sis = o> — 
Mage Da ZB S Pia = 








H. Schroeder u. F. Herrmann: 


Bemerkungt 


UOTRSLIB[Od 
sne 


ISOLRTIORS 


Lonynpey-a,) 
sne 
BSOLEYIRS 


Wasser 


Auf 100 Teile 


udsOXOH 


UOURSLIE[Od 
sne 
ASTROS 
uot ynpay-u ’ 
sne 


@SOLRYIBS 


UasoXxeH{ 
mel! 
sayloM 
-SUOLynpey “Pp 
ZO1ig Ul Won 
-SUOTPRSIIB[O 


die 


IS 5 


C 
« 


aus: 


zZust 


890 


wer 


sation 


—_— 
_— 
“~” 
~~ 
— 
= 
= 
Nn 
— 


mit; 
ihre 


Zunahme des 
904 


aus Cu- 


gem 


VI. 


uasoXxeH{ sje 


IayonZ 
Zupet }YyeIIp 


ach 


21 


5 


neb 


O*H PAL a } unt 
zurysqus ’ 
-uayood |, 
alta Oor jyny 


480 


urs 


zueisqnus 
-Ud4IOA], 


3,8 
( 


‘ 


2, 


IOSSB 


zurysqus 
-uayvoly 


Analysenmaterial 


6 18,0 
19.8 19.8 


7,4 1 
1 


JBYoTDIOSSEM 


$2.8 17,2 66.6 1 
2, 


h 


) 


r 
‘ 


2 
0. 


asApeuy JOA 


9 


80,4 


ayury 19q 


fs 41,05 


tos 10 


Fub 
Saul 
und 


Std. 
ae 


und 
Behandlung 
19,5 
— dunkel, 
dunkel, 


Laminae 


Bezeichnung 
lysiert ) 
Serie 2 

analysiert) 
Lamin 

(nach 19 Std. 


Ernte ana- 


(n. 
a) 





b) Nerven 





analysiert) 


Kohlenhydrate und Kohlenhydratstoffwechsel der Laubblatter. I. 419 


Salzsaurehydrolyse aufgenommen. Das Oxalsaureverfahren zeigte 


. om - ° ‘ + > . 
ufolge Tabelle VII die gleiche Ubereinstimmung. 


Tabelle VII. 


Polarimetrische Werte in Prozent der reduktiometrischen nach Hydrolyse 
mit Oxalséure. 





Versuch BI* Versuch B Il 


serie 2 Serie 3 Seriela Serie lb Serie2a_ Serie2b | Serie3a Serie 3b 


97.9 100.3 99.4 98.5 93 ** 96,6 92,04 ** 98,2 gf) ** 


* In Versuch A wurde die Oxalséurehydrolyse unterlassen. 
** Die b-Serien des Versuches BII Nervenanalysen stimmen etwas schlechter iibe 
n als bei dem Salzsiureverfahren. Das diirfte daran liegen, dali bei den hiautig leicht 
getriibten mit Oxalséure hydrolysierten Lisungen die Ablesung schwieriger war, was sich 
itiirlich bei den am meisten verdiinnten Nervenextrakten prozentuell am stirksten &uberté 


Es kann danach nicht bezweifelt werden, daB die Rohrzucker- 
menge beim Welken zunimmt. Um aber die Frage zu entscheiden, ob 
die Steigerung des Kupferreduktionsvermégens nach Schwachhydrolyse 
ausschlieBlich auf Saccharosespaltung zuriickzuftihren sei, ist fest- 
zustellen, ob die Abweichung zwischen Polarisations- und Reduktions- 
wert innerhalb der Fehlergrenzen liegen oder nicht. Dazu sind die 
mitgeteilten durch Umrechnung erhaltenen Zahlen unbrauchbar, an 
ihrer Stelle sind die direkt analytisch erhaltenen zu betrachten. Dem- 
gemaiB enthalt Tabelle VIII fiir beide Inversionsverfahren die beob- 
achteten Unterschiede in der Drehung vor und nach der Hydrolyse 
neben den Werten, die sich aus der Zunahme des Reduktionsvermégens 
unter der Annahme, daB diese allein durch Rohrzuckerspaltung ver- 
ursacht sei, fiir die Drehungsanderung berechnen lassen!. 

Zur Beurteilung dieser Tabellenwerte diene folgendes: Berechnet 
nach einer Formel von Schénrock? betragt bei dem gewahlten Halb- 
schattenwinkel von 6,5° die Fehlergrenze der Einzelablesung 0,016. 
Zwar sind alle gebrachten Zahlen Mittel aus mehreren Ablesungen, abet 
auch fiir diese wird man unter 0,01 nicht herabgehen diirfen®. Andere 
seits handelt es sich wiederum um Differenzwerte, gewonnen durch 
Subtraktion (oder Addition) zweier Mittel (x; —a,;), ferner ist fiir die 
Reduktionswerte, Mittel aus zwei, bei schlechter Ubereinstimmung 
drei, Bestimmungen gleichfalls ein gewisser Fehlerspielraum = vorzu- 


1 Die Berechnungsgleichungen, erhalten durch Umformen der Seite 413, 
FuBnote 2, gegebenen, lauten: x; x1] Cs/K, wobei K fiir die Salz- 
siurehydrolyse zu 0,570 und 0,568; fiir die Oxalsiurehydrolyse mit 0,574 
und 0,572 eingesetzt wurde. 

2 Landolt, 8. 304. 

3 Vgl. Nawmann, diese Zeitschr. 220, 217, 1930. 
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Tabelle VIII. 


Drehungsénderungen. 





Versuch A Versuch BI 


Serie 1 Serie 2. Serie 3 | Serie 4 || Serie 1 | Serie 2. Serie 


Salzsaurevertahren 


beobachtet . . . . 0,78 0,45 0,83 1,875 0,53 0,60 1.35 

berechnet .... 0,80 0,49 0,88 1,86 0,54 0.605 1.38 

Unterschied absolut — 0,02 | —0,01 0.05 + 0,015 0.01 0.005 0 
Oxalsaureverfahren 

beobachtet . . . . _ -- — 0,50 0.55 1.27 

berechnet .... . 0.50 0.55 1.28 

Unterschied absolut 0 0 — 0.01 





Versuch BII 


Serie la Serie lb Serie 2a Serie 2b Serie 3a serie 
Salzsaureverfahren 
beobachtet . . . . 0.605 0,16 0,44 0.15 1,34 0,24 
berechnet .... 0,615 0.17 0,48 0,155 1,355 0,24 
Unterschied absolut 0,01 0,01 0,04 0,005 0,015 0) 
Oxalsaureverfahren 
beobachtet . . .. 0.565 0,15 0,41 013 1,22 0.21 
berechnet .... 0,57 0,16 0,43 0.14 1,24 0,23 
Unterschied absolut 0,005 0,01 0,02 0,01 — 0,02 0.02 


sehen, desgleichen fiir Manipulationen, wie Verdiinnen und so weiter. 
Eine gefahrliche Fehlerquelle bildet fur polarimetrische Untersuchungen 
bei Gegenwart von Lavulose die hohe Temperaturempfindlichkeit de: 
spezifischen Drehung dieses Zuckers, zumal die Verwendung von Rohren 
mit Wassermantel in vielen unserer Versuche wegen zu kleiner Flissig- 
keitsmengen unmdéglich war und darum ganzlich unterblieb. Die Raum 
temperatur wurde vor der Messung méglichst genau auf 20° gebracht, 
die Beobachtungsréhren bis zur Ablesung zumeist in einem auf 20° 
temperierten Wasserbad gehalten. 

In Ansehung dieser Fehlerméglichkeiten kann die Ubereinstimmung 
der Werte als hinreichend bezeichnet werden. Vielleicht erwecken 
die Differenzen 0,05 in Versuch A, Serie 3, 0,04 Versuch BII, 
Serie 2a Bedenken. Gleiches frisch geerntetes Material wie bei 
Versuch A, Serie 3, wurde in Versuch A, Serie 1, Versuch BI, 
Serie 1 und Versuch BII, Serie 1 untersucht. In diesen Fallen ohne 
derart groBe Unterschiede zwischen Polarisations- und Reduktionswert 
Versuch BIT, Serie 2a entspricht in bezug auf Materialbehandlung 
Versuch A, Serie 2, und Versuch BI, Serie 2, die fiir Polarisation 
und Reduktion iibereinstimmende Werte gaben. AuBerdem wurde 
in diesem Falle (B II, Serie 2a) auch mit Oxalsaure hydrolysiert 
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obei der Unterschied zwischen berechnetem und beobachtetem 
Drehungswert wohl auch verhaltnismabig bedeutend war, doch in den 
Rahmen der Fehlergrenze fiel. 

In den Kontrollen lieferte das Oxalsaureverfahren kleinere Werte 
als die Salzsiurebehandlung, und die Polarisationswerte iiberstiegen 
lie Reduktionswerte. Fir die Blattextrakte gilt das erste in gleicher 
Weise. Jedoch ist das Zuriickbleiben der bei Oxalsaurehydrolyse 
vewonnenen Resultate etwas ausgesprochener (im Durchschnitt 95°, 
der mit Salzséure erhaltenen Zahlen gegen 98°, bei den Kontrollen). 
Der Unterschied wird darauf beruhen, daB beim Zusetzen der Oxalsaure 
zu den Extrakten ein schwacher Niederschlag (Triibung) auftrat, wo- 
durch die Saurekonzentration etwas sank und nicht mehr zur Spaltung 
des gesamten Rohrzuckers ausreichte. Im zweiten der obigen Punkte 
zeigt sich ein Unterschied. Die Polarisationswerte sind bei den Blatt- 
extrakten in der Regel kleiner und nur in einem Falle héher als die 
Reduktionswerte. Die Annahme eines Zufalls ist wohl méglich, immerhin 
erscheint es im Hinblick auf die Ergebnisse der Kontrollversuche an- 
vebracht, die Frage nach méglichen Ursachen zu streifen. Der Vergleich 
mit den Kontrollen schlieBt den Gedanken an eine Ungenauigkeit der 
henutzten Rechnungskonstanten aus. Ebensowenig kommt Maltose- 
spaltung in Betracht, denn diese, falschlich als Rohrzuckerinversion 
berechnet, verlangte iibersteigende Polarisationswerte. Die Vorstellung 
einer Lavulosezerstérung widerspricht gleichfalls den Ergebnissen der 
Kontrollversuche und fiir das Oxalsaureverfahren tiberdies der gesamten 
einschligigen Literatur. 

SchlieBlich darf nicht tibersehen werden, da in den Kontroll- 
versuchen moglichst reine Zuckerl6sungen verwendet wurden, wahrend 
hei den Blattextrakten auch nach der Bleibehandlung mit der Gegen- 
wart st6érender Substanzen gerechnet werden mub. Wir -nennen 
z. B. Aminosaiure und Saureamide, deren Drehungsvermégen in hohem 
MaBe durch die Reaktion der Lésung beeinflubt wird. Wohl haben 
wir nach der Hydrolyse neutralisiert und dann iiber Nacht stehenlassen. 
Trotzdem bleibt es zweifelhaft, ob damit jede Méglichkeit einer Ein- 
wirkung oder Stérung ausgeschaltet worden ist. Wir verweisen hierzu 
auf Arbeiten von Zerban! wie von Englis und Dykins?, die uns erst 
nach AbschluB unserer Versuche bekannt geworden sind und in welchen 


diese Fragen wie auch diejenigen einer Wirkung des basischen Blei- 


acetats auf die Zucker und deren Drehungsvermégen und damit auf die 


polarimetrische Analyse behandelt wird. 


1 Zervan, Ass. off. Agrikult. Chemists 11, 167; 12. 158; 18, 188 
2 Enqlis u. Dykins, Ind. and Engin. Chemistry, Analytical Edition 
17 ,1931. 
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Wenn somit die Méglichkeit einer Nebenreaktion nicht vollstandig 
geklart ist, so steht das Ergebnis unserer Priifung nichtsdestowenigs 
fest. Die Ubereinstimmung zwischen Reduktions- und Polarisation 


m™ 
wert, beide auf Rohrzucker berechnet, beweist, da dieser Zucker i: 
den angegebenen Mengen anwesend ist. 
VIL. | 
Seri 
Nachdem damit die Zunahme des Rohrzuckers in welkenden und ~“ 
ihre Starke beschleunigt abbauenden Blattern von Tropaeolum aube: ad 
Zweifel gestellt ist, ist zugleich die Richtigkeit der Vorstellung voi cai 
Schroeder und Horn bewiesen, da die schwindende Starke in diese: ior 
umgewandelt werde. MHierzu sind die Ausfiihrungen von Schroede; dail 
und Horn und von Akrns nachzusehen. Und wenn in unseren dies 
maligen Versuchen die Hexosen in welkenden Blattern jedesmal ab as 
nahmen (bei den eben genannten Autoren war Zunahme weit haufiger pam 
so reicht doch diese Abnahme keinesfalls aus, die Mengenzunahme des entf 
Rohrzuckers quantitativ zu erklaren, wobei es ganz gleichgiiltig ist sail 
welche direkt 1reduzierenden Zucker als anwesend angenommen in d 
werden!. 
woll 
Wenn aber die Zunahme der Saccharose auf Kosten versch windende: zune 
Starke feststeht, muB nach der heutigen Anschauung eine Umwandlung dire] 
von Glucose in Lavulose angenommen werden. Denn die als letzte: ents 
Ausweg denkbare Vorstellung, die Saccharose sei aus vorher vor 
handener Fructose und aus beim Starkeabbau gebildeter Glucose Troy 
synthetisiert worden, ist mit den Versuchsergebnissen der vorliegenden spit 
und der friiheren Arbeiten des einen von uns und seiner Schiller kaum von 
in Einklang zu bringen. Ferner spricht gegen sie eine Beobachtung beim 
die wir weiter verfolgen werden und die wir als vorlaufig unter Vor halte 
behalt auffiihren. Zieht man von der fiir die nicht hydrolysierter 
Extrakte gefundenen Drehung den berechneten Anteil fiir die reduktio hal ie 
metrisch bestimmte Saccharose ab und dividiert die Restdrehung durc! Falle 
die nach Schoorl bestimmten vorhandenen Hexosemengen, berechnet ose 
man also den Bruch 
Drehungswinkel des Extrakts abziiglich Saccharoseanteil 
Gehalt an reduzierenden Zuckern als Hexosen berechnet 
so erhalt man folgende Zahlen: frisct 
Kupf 
wie ; 
1 Wird die Gesamtzuckermenge ({Saccharose 5°,] direkt redu 
zierende Zucker als Hexosen) in dem frisch geernteten Material jewel 
gleich Hundert gesetzt, so betragt die Zuckermenge (als Hexosen) in de: - 
feucht gehaltenen Serien: 111. 138, 107, 126; hingegen in den gewelkter : 


143, 183, 168, 182. (BezugsgréBe: Trockengewicht bei Ernte.) 
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Tabelle 1X 





Versuch A Versuch BI 
serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 1 Serie 2 Serie 
0,67 — 0,59 0,62 — 0.97 — 0,32 — 0,495 0.76 


Das gewelkte Material (Versuch A, Serie 4 und Versuch B I, 
Serie 3) zeigt also eine kraftige Zunahme der Linksdrehung beim 
Beziehen auf die Gewichtseinheit der als Hexosen berechneten direkt 
reduzierenden Zucker. Das spricht gegen Lavuloseabnahme und ist, 
wenn auch andere Erklarungen nicht ausgeschlossen sind, wahrscheinlich 
auf Zunahme des Lavuloseanteils zuriickzufiihren. Endgiltige Versuche t 
dariiber sind fiir diesen Sommer vorgesehen. 

Bei diesen Folgerungen darf nicht tibersehen werden, daB bei 
der Behandlung der Extrakte mit Bleiacetat erhebliche Stoffmengen, 
darunter Kupfer (und Ferrisalz, Methode Hagedorn-Jensen) reduzierende, 
entfernt werden. Stoffe, die im welkenden Blatt anwesend waren 
und beim Welken irgendwie umgesetzt sein kénnten, so daB sie nunmehr 
in der gereinigten Lésung erscheinen und umgekehrt. Gerade darum 
wollen wir nochmals darauf hinweisen, daB nicht nur die Rohrzucker- 
zunahme, sondern auch die Starkeabnahme festgestellt ist und dab 
direkt reduzierende Zucker nicht oder nicht in dem Starkeschwund 
entsprechenden Mengen auftreten?. 

Dartber, in welchem Umfange eine Verallgemeinerung der an 
Tropaeolum gemachten Beobachtungen zuladssig sei, werden wir uns 
spiter 4uBern. In den eingangs angefiihrten Arbeiten ist eine Reihe 
von Pflanzen aufgezahlt, deren Blatter beziiglich Starkeschwunds 
beim Welken und bei der reduktiometrischen Analyse sich ebenso ver- 
halten wie die von Tropaeolum. 

Doch wird anderes Verhalten gelegentlich angegeben*. Ferner hat 
bei unmittelbar nach der Ernte untersuchtem Material A ylin® in vielen 
Fallen starke Differenzen zwischen reduktiometrisch und polarimetrisch 
gefundenen und auf kohrzucker berechneten Werten festgestellt 


Ergebnis. 

Die bei gewelkten Tropaeolumblattern beobachtete, gegenitiber 
frisch geernteten oder feucht gehaltenen weit starkere Zunahme des 
Kupferreduktionsvermégens nach Schwachhydrolyse ist tatsachlich, 
wie Schroeder und Horn zuerst ausgesprochen haben, durch Zunahme 


1 Vgl Ahrns. 1 ec. 
2 Neger, l.c. S. 370; Kisselew, Planta 4, 606, 1927. 
3 Kylin, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 101. 77, 1918 
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der Saccharose verursacht. Denn die Ergebnisse reduktiometrischer un: 
polarimetrischer Untersuchung stimmen, auf Rohrzucker berechnet, gut 
iiberein. Da fiir die bei der gleichen Behandlung verschwindend 
Starke direkt reduzierende Zucker nicht oder nicht in geniigencd 
Menge auftreten, andererseits quantitative Betrachtung kein ander 
Rohmaterial fiir die Rohrzuckerbildung finden laBt als die verschwur 
dene Starke, wird eine Umlagerung von Glucose und Fructose innerha|! 
der Blattzellen anzunehmen sein. Diese Frage soll weiterhin experi 
mentell untersucht werden. 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Wiirttembergischen Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaft fiir div 
gewahrte Unterstiitzung. 
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‘ntersuchung der bei Serumelektrodialyse auftretenden 
Eiweibfraktionen mit der Ultrazentrifuge. 


Von 
P. v. Mutzenbecher. 


Aus dem physikalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala und dem 
Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektrochemie, 
Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Marz 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Ex gibt zwei prinzipiell verschiedene Methoden, die Serumproteine 
zu fraktionieren. Die altere ist die Aussalzmethode; sie griindet sich 
auf der verschiedenen Léslichkeit der Serumproteine in konzentrierten 
Salzlé6sungen. Am gebrauchlichsten ist die Verwendung von Ammon- 
sulfat, und man definierte die drei Fraktionen, die sich als einigermaBen 
charakteristisch herausgestellt hatten, nach ihrer  Loslichkeit in 
(NH,),S0,-Lésungen von definiertem Gehalt. Das Albumin, von den 
Globulinen durch seine chemische Zusammensetzung und seine Fahigkeit 
zu kristallisieren unterschieden, soll in 50°, *\gesattigter Ammonsulfat- 
losung noch loslich sein, das Pseudoglobulin, der Trager der anti- 
toxischen Eigenschaften, in 33°, gesiattigtem Ammonsulfat, das 
Euglobulin fallt bei dieser Salzkonzentration schon aus. 

Gegen die Aussalzmethoden wurde eingewandt, dab die Verwendung 
so hoher Salzkonzentrationen einen sehr rohen Eingriff in das Gefiige 
des Serums bedeutet. Als eine viel ,,natiirlichere**! Methode, die auch 
zugleich eine Reinigung darstellt, wurde die Fraktionierung durch 
Klektrolytentzug empfohlen. Als ausgezeichnetes Hilfsmittel bot sich 
hier die Elektrodialyse, die zuerst als technische Methode von Graf 
Schwerin (1) ausgearbeitet, von Dhéré (2) in die Biochemie eingefiihrt, 


1 R. Stern, |. ec. (4) S. 122. G. Ettisch teilt mir mit. daB er sich dieser 
Ansicht von vornherein nicht angeschlossen hat. 
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und einerseits von Pauli (3), andererseits von Ruppel und Mitarbeitern (4 
und Ettisch und Mitarbeitern (5) zu groBer Brauchbarkeit entwickel: 
wurde. 


Die Elektrodialyse des Serums liefert nur zwei Fraktionen, di 
durch ihre Léslichkeit in Wasser definiert sind?. Die Frage war nun 
wie weit sich diese beiden mit den durch Aussalzen gewonnenen decken 
Der Streit hiertiber dauert noch an — man kann jedoch sagen, daB dir 
unl6ésliche Fraktion der Elektrodialyse (E. D.) etwa dem Euglobuli: 
der Salzfallung entspricht, die lésliche Fraktion enthalt also Albumin 
und Pseudoglobulin. [Die antitoxischen Eigenschaften bleiben auc! 
hier iberwiegend in der léslichen Fraktion; eine wichtige technische 
Anwendung der E. D. benutzt diese Tatsache zur Anreicherung zu 
niedrigwertiger Immunseren (7).] 


Zur Darstellung der Globulinfraktionen wird manchmal (8) auch 
eine kombinierte Methode verwandt: Das Globulin wird erst durch 
Halbsattigung mit Ammonsulfat aus dem Serum ausgeschieden und 
dann durch Dialyse oder Elektrodialyse zugleich gereinigt und in die 
losliche bzw. unlésliche Fraktion zerlegt. 


Bei der Bestimmung der Molekulargewichte mit der Ultrazentrifuge 
haben Svedberg und Sjoegren (9) zur Darstellung der Serumproteine 
die Aussalzmethode benutzt. Sie trennten zunachst durch Halbsattigung 
die Albumin- von der Globulinfraktion und fanden, daB beide Fraktionen 
monodispers waren. Die Molekulargewichte waren: 69000 fiir Albumin 
und 103500 fiir Globulin. Versuchten sie jedoch nach der Aussalz 
methode Euglobulin und Pseudoglobulin herzustellen, so erhielten sie 
polydisperse Losungen. In einer spateren Arbeit (10) haben sie nach 
der dritten von uns erwahnten Methode Eu- und Pseudoglobulin durc! 
Salzentzug (Dialyse und E. D. im Paulischen Apparat) aus der Glo 
bulinfraktion hergestellt; das Ergebnis war ahnlich. Sie zogen daraus 
den SchluB, daB Eu- und Pseudoglobulin nicht als solche im Serum 
vorkommen, sondern Abbauprodukte eines urspriinglich einheitlichen 
Globulins seien. 


Ob im Serum selbst ein Globulinmolekiil existiert, ist bisher durch 
Vorversuche wahrscheinlich gemacht, aber nicht sicher gestellt. Die ein 
gehende Untersuchung des Serums soll jedoch vorléufig zuriickgestell! 
werden, bis eine neue Ultrazentrifuge, die im Bau ist, es erméglicht, mit 
einem stérkeren Zentrifugalfeld die einzelnen Fraktionen voneinander zu 
trennen. 


1 Dies ist nicht ganz korrekt. Das Medium, aus dem die unldslicl 
Fraktion ausfaéllt, enthélt ja noch die léslichen Serumproteine und einen 
Teil der Lipoide. Httisch, Ewig u. Sachsse (6) haben nachgewiesen, dali 
diese einen Einflu8 ausiiben. 
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War der SchluB Svedbergs und Sjoegrens richtig, dann sollte auch 
die direkte E. D. des Serums polydisperse Fraktionen liefern. Weiter 
ware damit die Annahme, daB die E. D. die schonendste Methode zur 
Darstellung der Serumproteine sei, widerlegt. 

Bei der groBen Verbreitung, die diese Methode bereits gefunden 
hat, schien es wichtig, die Frage an einem Beispiel einer Serumelektro- 
dialyse nachzupriifen. 

Darstellungsmethode. 

Fur diese Versuche wurde die von Ettisch und Ewig (11) angegebene 
Form der E. D. gewahlt, mit einer Modifikation nach Ettisch und 
de Loureiro (noch nicht veréffentlicht). Die starke Reaktionsiainderung, 
die bei E. D. infolge von Membranhydrolyse leicht auftritt, wird hier 
durch starkes Rithren und Spiilen und vor allem durch die Verwendung 
zweier verschieden geladener Membranen vermieden. Als negative 
Membran (vor der Kathode) dient Pergament, als positive Membran 
(vor der Anode) Glykokollkollodium. Diese Anordnung gestattet es, 
50 cem unverdiinntes Serum in ungefaéhr rund einer Stunde vdllig 
elektrolytfrei zu machen; dabei sinkt das py vom Werte des Serums 
auf den isoelektrischen Punkt (i. P.) des Globulins 5.4, ohne diese 
Werte um mehr als 0,5 nach oben oder unten zu iiberschreiten 


Zur Herstellung der positiven Membran gibt man eine Messerspitze 
fein gepulvertes Glykokoll zu etwa 20 ccm einer 3°,igen Lésung von 
Kollodium in Ather-Alkohol, schiittelt kraftig um und laBt absitzen. Dann 
wird die Lésung auf eine ebene Glasplatte passender GréBe ausgegossen 
und so lange an der Luft getrocknet, bis der Athergeruch fast verschwunden 
ist und sich das bekannte Netzmuster deutlich zeigt. Nun legt man die 
Platte in Wasser, worauf sich die Membran leicht ablést. Man 1aB8t sie 
ebenso wie die Pergamentmembran itiber Nacht waéssern; dann werden die 
Membranen in der Elektrodialysierzelle! eingespannt und einer Reinigungs- 
elektrodialyse mit destilliertem Wasser in der Mittelkammer unterworfen: 
Man 148t bei flieBender Spiilung und laufendem Riihrer so lange Strom 
durch den Apparat gehen, bis die Stromstérke nicht mehr sinkt. In unserem 
Falle wir arbeiteten mit 240 Volt Spannung war der Endstrom 6 
bis 7 Milliamp. 

Es wurden jeweils 50 cem unverdiinntes Pferdeserum elektrodialysiert. 
Durch einen Vorschaltwiderstand wurde der Strom so reguliert. daB die 
Temperatur in der Mittelzelle nicht ber 36° stieg. Im allgemeinen wurde 
eine Stromstarke von 1 Amp. nicht tiberschritten. Die Membranflache 
betragt etwa 33 .qem: 1 Amp. entspricht demnach einer Stromdichte von 
etwa 30 Milliamp. pro Quadratzentimeter. Der Reaktionsverlauf in der 
Mittelkammer wurde durch Tupfproben auf Indikatorpapier kontrolliert. 
Das px sollte nicht iiber 8,5 steigen und nicht unter 5,0 sinken. Ein Uber 
schreiten dieser Grenzen macht sich tibrigens auch in Verlauf und Dauer 
der E. D. bemerkbar. Es war nicht immer mdglich, die erwahnten Be 


1 Apparat nach Ettisch u. Ewig, diese Zeitschr. 200, 250, 1928. 
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dingungen genau einzuhalten, da sich oft aus unbekannten Ursache: 
Stérungen im Verlauf der E. D. einstellen. 

Die E. D. wurde als beendigt angesehen, wenn Stromkonstanz (bs 
etwa 12 Milliamp.) erreicht war. Normalerweise trat dies nach 40 bis 
60 Minuten ein. Das py ist dann 5,4. 

Der Inhalt der Mittelkammer wurde nun zentrifugiert. Die iiberstehend: 
Lésung, die lésliche Fraktion, wurde mit destilliertem Wasser oder mit 
Phosphatpuffer pa 5,5 auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. 

Der Niederschlag, die unldésliche Fraktion, wurde einige Male mit 
destilliertem Wasser auf der Zentrifuge gewaschen und dann mit Phosphat 
puffer vom py 6,8 aufgenommen; er ging nur schwer in Lésung, ein Riick 
stand blieb zuriick und die Lésung war triibe'. 

In einigen Fallen wurde die lésliche Fraktion mit Ammonsulfat weiter 
zerlegt. Die Lésung wurde mit dem gleichen Volumen gesaéttigter Ammon 
sulfatl6sung versetzt, iiber Nacht stehengelassen und dann zentrifugiert 
Der Niederschlag von Pseudoglobulin wurde zweimal mit halbgesaéttigtem 
Ammonsulfat gewaschen, mit Wasser aufgenommen und in Kollodium 
sickchen gegen flieBendes Leitungswasser tiber Nacht dialysiert. Danach 
laBt sich die Lésung durch 19- bis Istiindige E. D. véllig von Elektrolyten 
befreien. 

Die iiberstehende Albuminlésung wurde mit verdiinnter Schwefe!l 
siure + halbgeséttigtem Ammonsulfat versetzt, bis wolkige Triibung 
auftrat, und 3 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Danach hatte sich 
ein kristalliner Niederschlag von Albumin angesammelt; er wurde durch 
Zentrifugieren von der Mutterlauge getrennt, zweimal gewaschen, dan: 
in Wasser aufgenommen und wie das Pseudoglobulin durch Dialyse und 
E. D. vollig gereinigt. 

Versuchsmethodik (12). 

Die Resultate der Versuche mit der Ultrazentrifuge sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt ; zu deren Verstandnis sei folgende- 
vorausgeschickt. 

Die Ultrazentrifugen gestatten die Bestimmung der Sedimentation- 
geschwindigkeit, der Diffusionsgeschwindigkeit und des Sedimentations- 
gleichgewichts. 

Die Sedimentationsgeschwindigkeit wird in der groBen Olturbinen 
zentrifuge bei Tourenzahlen zwischen 39000 und 44000 pro Minute 
entsprechend zentrifugaler Beschleunigungen vom rund 100000 fachen 
der Erdschwere — gemessen. Die rechnerische Auswertung der photo 
graphischen Aufnahmen des Zellinhalts nach bestimmten Zeitintervallen 
liefert die sogenannte spez. Sedimentationsgeschwindigkeit s (Sedimen 
tationskonstante) und die Diffusionskonstante D. 

Zur Berechnung dienen die Gleichungen: 

da 
dt 


8= -3—» 
ox 


1 Vgl. hierzu Soerensens Angaben tiber leichte Denaturierbarkeit des 
Euglobulins. Kolloidzeitschr. 53, 184, 1930. 
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chen wo x den Abstand der Grenze des sedimentierenden Kolloids gegen das 
Lésungsmittel vom Rotationszentrum, ~ die Winkelgeschwindigkeit, ¢ die 
(be Zeit bedeutet und: ‘ 
) bis D ii 
4 ty? 
lend: . L 
t —s, é 9 
mit c 5} (i—" | « 7] in) | 
bed ' 
mit 0 . 
phat ist hier der Abstand eines Ortes der Diffusionsschicht vom Diffusions- 
viick nullpunkt, in dem die Konzentration c herrscht. c, ist die Anfangskonzentra- 
tion, der Wert fiir y wird aus Tabellen entnommen. (Fiir ein konstant 
yeiter gesetztes Verhiltnis c: c, '/,-) t ist die Zeit, die seit Ausbildung der 
ae Grenzflachen verflossen ist. 
giert . —_ . ‘ . , 
gtem Die Sedimentationskonstante ist eine fiir das Molekulargewicht des 
lium sedimentierenden Stoffes charakteristische GréBe. Zwischen beiden 
nach gilt die Beziehung: , 
lyten 8F, 
M te 
(1 — Ve) 
vefel 
bung (1 Vo) ist die Auftriebskorrektur; V das spezifische Volumen des Kolloids, 
. sich o die Dichte des Lésungsmittels. F, ist der molare Reibungskoeffizient bei 
lurch Sedimentation. Falls man F, F,, (Reibungskoeffizient bei Diffusion) 
dan: setzen kann, JaBt sich aus s und RT/D F das Molekulargewicht direkt 
und berechnen. Die Voraussetzung trifft jedoch nicht immer zu. 
Fir die Untersuchung bekannter Proteine, wie wir sie in dieser 
Arbeit vor uns haben, kommt es jedoch vor allem darauf an, daB sich 
den jedem bekannten Molekulargewicht eines Proteins ein charakteristischer 
ndes Wert von s zuordnet!. Aus s kénnen wir also unter diesen Umstainden 
auch ohne Kenntnis von D auf das Molekulargewicht schlieBen. 
ions Das aus der Zentrifugierung berechnete D ist haufig nicht die wahre 
ions- Diffusionskonstante. Ist die Losung némlich polydispers, so bildet jede 
Teilchengr6Be beim Sedimentieren ihre eigene Grenzflache aus; die dadurch 
hervorgerufene Verwischung der Grenze iiberlagert sich der durch Diffusion 
e! * seeigy ; 4 ; 
nen bewirkten. In solchen Fallen zeigt jedoch D einen starken Gang mit der 
re Zentrifugierungszeit. Wird ein solcher Gang bei der Zentrifugierung beob- 
chen achtet, so ergibt sich daraus umgekehrt, daB die untersuchte Substanz 
oto nicht monodispers ist. 
aller Eine Ergainzung und innere Kontrolle dieser Methode bietet die 
men Bestimmung der Konzentrationsverteilung im Sedimentationsgleich- 
gewicht in der Zentrifuge. Aus ihr ergibt sich das Molekulargewicht 
nach der Gleichung 
, Cy 
2RT In 
V C, { 
— i) 
, 2 ? . ee 
a’ (1 —V@g) (x) — x?) 
t des ! Siehe die Zusammenstellung bisheriger Molekulargewichtsbestim- 


mungen; Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930. 
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(die Buchstaben haben die gleiche Bedeutung wie oben). Dazu dient: 
eine kleinere Zentrifuge, die mit Dreiphasenstrom betrieben wird. Di: 
Tourenzahl betrug 8000 bis 10000 pro Minute. Das Gleichgewicht 
hatte sich nach 30 Stunden eingestellt. Die Konzentrationsbestimmung 
erfolgt bei beiden Methoden auf photographischem Wege unter Aus 
nutzung der Lichtabsorption der Proteine im Ultravioletten. De: 
Schwarzungsgrad der photographischen Platte wird mit einem selbst 
registrierenden Mikrophotometer ausgemessen. 

Die Methode des Sedimentationsgleichgewichts ist recht genau, wenn 
monodisperse Sole vorliegen. Ist die Lésung jedoch polydispers, so zeigen 
die berechneten M einen starken Gang mit dem Abstand vom Rotations 
zentrum; die einzelnen Werte sind ziemlich unsicher, und die obere und 
untere Grenze der vorkommenden Molekulargewichte Ja8t sich nur ungefaéhr 
abschaétzen. 

Besprechung der Versuche. 
a) Die lésliche Fraktion, 

Die losliche Fraktion wurde zunachst in elektrolytfreiem Zustand 

untersucht. Die klar zentrifugierte Lésung wurde, wie sie aus dei 


EK. D.-Zelle kam, mit destilliertem Wasser auf die fiir die Ultrazentrifuge 
passende Verdiinnung gebracht. Dabei trat meist noch eine schwache 


Flockung auf, die sich leicht abzentrifugieren lieB. Wie Tabelle I zeigt, 
liegen die Sedimentationskonstanten bei allen drei Versuchen viel héher, 
als die charakteristischen Konstanten fiir Albumin und Globulin (4,2 
und 5,6) (9). Die scheinbaren Diffusionskonstanten der beiden héher 
konzentrierten Proben waren abnorm niedrig, ein Zeichen, dab bei 
diesen Konzentrationen schon Krafte zwischen den Molekiilen wirken 
sie zeigten iiberdies bei allen drei Proben starken Gang mit der Zeit 
Die Lésung ist demnach nicht einheitlich, es ist anzunehmen, daB sie 
Molekiile von der GréBe des Albumins enthalt, doch kommen jedenfalls 
zum groBen Teil noch héhere Molekiilaggregate vor. (In einem Falle 
Versuch 6 — konnte die Anwesenheit eines schnell sedimentierenden 
Anteils aus den Photometerkurven ersehen werden. Eine Berechnung 
seiner Sedimentationskonstante war jedoch nicht mdédglich.) 

Weitere Versuche haben wir mit elektrolythaltigen Lésungen an 
gestellt. Wir verwandten dabei denselben Puffer, in dem Svedbery 


Tabelle I. 


Lésliche Fraktion elektrolytfrei. Sedimentationsgeschwindigh c't. 








Versuchs- Konzentration geo . 1018 Unzentrifugierbar D 
nummer OJ, 2 ( 
1,0 8,5 _ Starker Gang in 1) 
2 1,0 7,4 - a 
6 0,4 7,14 6 . > 
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ind Sjoegren (9) (10) bei ihrer Untersuchung iiber die Serumproteine 
las Globulin gelést hatten. Er enthielt 0,095 Mol/l KH,PO,, 
0,005 Mol/] Nag H PO,, das pa war = 5,5. In T'abe lle II sind die Resultate 
zusammengestellt, auBerdem ist bei jedem Versuch der Verlauf der 
entsprechenden E. D. mit einigen charakteristischen Daten angegeben. 
Wir sehen, daB s jetzt durchweg zwischen den Werten fiir Globulin 





und Albumin liegt. Die scheinbare Diffusionskonstante zeigt in allen | 
. ; ae 
Fallen starken Gang. Die Versuche geben also durchaus das Bild, das 
man von einer Mischung von Albumin und Pseudoglobulin erwarten 
kann. Von einigen untersuchten Proben wurde das Sedimentations- 
gleichgewicht bestimmt. Tabelle IJI zeigt ein Beispiel. Die Zahlen 
stiitzen gleichfalls die Annahme, da ein groBer Teil der gelésten 
Substanz das Molekulargewicht 69000 hat, daB aber noch gréfbere 
Molekiile vorkommen. 
Tabelle II. 
Lésliche Fraktion in Puffer. Sedimentationsgeschwindigkeitt. 
Verlauf der E. D Un: F 
Vorsuchs- - Konzen- 1013 f ne eal 
nummer Dauer Extrem- tration 8 ugierbar D 
Min. reaktion P 
5 70 9 5 0,34 5,68 8 Y 
9 40 8 5 0,34 5,23 3 Starker Gang ‘ 
16 105 8 4 0,34 4,45 8 * » 
21a 300 8 —35 0,34 4,91 
22 80 8,5 —5 0,34 4,52 
23 75 8 5 0,15 5,26 


Tabelle Ill. 


Lésliche Fraktion. Sedimentationsy.eichgewi ht. 


Konzentration 0,2°,; Lésungsmittel m/10 Phosphatpuffer; par 5,5; 
V = 0,745; o = 1,018; ¢ = 293°; Hoéhe der Fliissigkeitssiule 0,51 cm; 


Abstand des Zellbodens von der Rotationsachse 5.95 em; Tourenzahl 9800 
pro Minute; Standard m/1200 K,CrO,; Expositionszeiten 1, 2, 4 Minuten; 
exponiert nach 45, 47, 49 Stunden nach Beginn der Zentrifugierung. 








Abstinde vom 


Rotationszentrum Konzentration Mittelwerte Zahl der Molekular- 
- Exposition gewicht 

72 #1 C2 
5,89 5,84 0,293 0,198 i) (131 000) 
5,84 5,79 0,198 0,152 12 87 000 
5,79 5,74 0,152 0,119 12 81 600 | 
5,74 5.69 0,119 0,096 4 71 900 
5.69 5,64 0.096 0.076 yg 79 000 
5,64 5,59 0.076 0.061 g 74 600 
5,59 5.54 0.061 0.050 y 68 409 


5.54 5.49 0,050 0.042 9 (60 600) 
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Die s-Werte der Tabellen 1 und II streuen sehr stark, auch bei Ve 
wendung desselben Serums. Die Ausschlaége sind erheblich gréBer als di: 
Fehlergrenze der Messung, die mit 5°, eher zu hoch als zu niedrig an 
gegeben ist (13). Ordnet man aber die Zahlen nach der Dauer der voraus 
gegangenen E.D., so ergibt sich eine deutliche Abhangigkeit von diese: 
GréBe, die, wie schon erwaéhnt, fiir den Verlauf der E. D. charakteristisc} 
ist. Ziehen wir auch die in der Tabelle Ill angegebenen Extremreaktione: 
heran, so zeigt sich folgendes: Die am einwandfreiesten verlaufene E. D 
(enger pu-Bereich, kurze Dauer) geben ein s 5,2. Bei diesen wurde de: 
Flockungspunkt des Globulins von der alkalischen Seite her erreicht. Da 
pu sank nicht unter 5. Zwei weitere Versuche gaben ein s 4.5. Die ent 
sprechenden E. D. waren nicht vollig .,normal** verlaufen, das py wat 
vielmehr stérker gesunken und ein Teil des Niederschlags wieder in Lésung 
gegangen, der dann erst wieder zur Flockung gebracht wurde, wenn de: 
1. P. des Globulins von der sauren Seite her wieder erreicht war. Eine: 
extremen Fall dieser Art gibt Versuch 21a wieder. Hier war die E. D. seh: 
sauer geworden (PH 4), und der |. P. des Globulins wurde erst nac! 
5 Stunden wieder erreicht. Die Fliissigkeit war dabei bis zuletzt vOlliy 
klar geblieben. Die gesamte Fallung erfolgte also von der sauren Seite he: 
Hier war 8s 4,9. 

Die eben erwaéhnten Beziehungen zwischen Sedimentationskonstant: 
der léslichen Fraktion und Verlauf der E. D. kénnen durch das sehr spérlich: 
Versuchsmaterial noch nicht als sichergestellt gelten. Leider war es aus 
Zeitmangel nicht mdéglich, die Versuche weiter auszudehnen; sie sind deshal} 
nur als orientierender Hinweis zu werten. Erwahnt sei hier noch, daB six 
eine Bestétigung der von L. Reiner (14) (vgl. auch Ettisch und Bech 
geiuBerten Annahme bedeuten wiirden, nach dem die Art und Menge de- 
EiweiBausfalles stark von der ganzen Creschichte der E. D. abhangt. 


b) Die unlésliche Fraktion. 

Die Untersuchung der unléslichen Fraktion ergab ein Kurven 
system, das dem von Svedberg und Sjoegren (10) fiir Euglobulin mit 
geteilten weitgehend ahnelt. Eine Berechnung der Sedimentation- 
konstanten hat hier keinen Sinn: man kann nur qualitativ aussagen 
daB ein polydisperses System vorliegt, in dem neben den gelaufige: 
MolekulargréBen sehr hohe Aggregate vorkommen. 

Das durch E. D. ausgefallte Euglobulin hat also eine Veranderung 
erlitten, die durch Auflésen in m/10 Phosphatpuffer nicht wieder riick 
gingig gemacht werden kann. Svedberg und Sjoegren (9) (10) haben 
wie schon erwahnt, sowohl bei fraktioniert gefalltem wie bei durch 
Dialyse aus Globulin dargestelltem Euglobulin dasselbe gefunden 
Sie (10) haben auch versucht, durch Vermischen der Eu- und Pseudo- 
globulinfraktion das urspriingliche Globulin wieder herzustellen, 1 
hielten jedoch auch auf diesem Wege polydisperse Systeme. 

Wir sind noch einen Schritt weiter gegangen und haben die Eu 
globulinfallung durch Zugabe von Phosphatpuffer (px S) in derselbe: 


1 Diese Zeitschr. 171, 443, 1926. 
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des Globulins bewirkt haben kénnte. 
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Flussigkeit wieder gelést, aus der sie ausgefallen war (die also auber 
em Pseudoglobulin noch das Albumin enthielt). Wir erhielten zwar 
klare Losung; die Ultrazentrifugierung zeigte jedoch, daB ungefahr 
20% des zentrifugierbaren Materials aus hochmolekularen Teilchen 
bestand; der Rest hatte die mittlere Sedimentationskonstante 4.5. 





re/ Schwa ridng Wer Plafte 
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Abb. 1. 
Photometerkurven der léslichen Fraktion 
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Abb. 2. 


Photometerkurven der unléslichen Fraktion 


\uch unter diesen Umstanden ist also die Verainderung der Globulin- 
fraktion nicht riickgangig zu machen. 

Obwohl die Untersuchung des Serums mit der Ultrazentrifuge erst 
‘pater in Angriff genommen werden soll, haben wir uns doch durch Vor- 
versuche davon iiberzeugt, daB derartig hochmolekulare Bestandteile im 
Serum selbst nicht vorkommen. 

Es war noch die Méglichkeit zu beriicksichtigen, da®B die relativ 
hohe Stromstiarke bzw. das starke elektrische Feld die Denaturierung 
Wir haben deshalb eine E. D. 
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abgebrochen, bevor ein Niederschlag auftrat. Bei diesem Versu 
war eine relativ starke Sauerung eingetreten; die Leitfahigkeit war sch« 
beinahe auf den Endwert gesunken, das Globulin wurde also nur no« 
durch die H-lonen in Lésung gehalten. (Der Verlauf hatte bei vélligs 
Durchfithrung etwa dem von Versuch 21 entsprochen.) Als die E. D 
Die Lésung, die also noch alk 
Serumproteine enthielt, wurde mit der gewOhnlich benutzten Puffe 
losung Vom px 


abgebrochen wurde, war das py = 4,3. 
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Abb. 3. Versuch 21b. 


bestimmt. Sie betrug s = 4,85; héher molekulare sowie unzentrifugie: 
bare Anteile wurden nicht festgestellt. Ein EinfluB der E. D. war als: 
bis zu diesem Punkt auszuschlieben. Die irreversible Veranderung 
tritt demnach erst ein, wenn sich eine Flockung gebildet hat. 


c) Die Albumin- und die Pseudoglobulinfraktion. 

Es blieb noch die Frage zu entscheiden, ob sich aus der polydisperse: 
léslichen Fraktion ein einheitliches Albumin abscheiden labBt, und o! 
vielleicht der in Lésung gebliebene Teil der Globulinfraktion doch sein 
Einheitlichkeit behalten hat. 
Svedberg und Sjoegren ((9) (10) von vornherein unwahrscheinlich. 


Letzteres war nach den Befunden vo: 


Die lésliche Fraktion wurde also in der oben beschriebenen Weis 
weiter zerlegt. 

Das auf diese Weise erhaltene Pseudoglobulin hat, wie Tabelle 1| 
zeigt, ebenso wie die lésliche Fraktion in salzfreier Lésung eine wesentlic! 
hdhere Sedimentationskonstante als in salzhaltiger. Immer ist s héhe: 


als bei einheitlichem Globulin. Da die Diffusionskonstante bei alle: 


drei Versuchen abnorm niedrig war und nur schwachen Gang zeigt: 
lieB sich aus diesen Versuchen nicht eindeutig feststellen, ob die Fraktio: 


5,5 verdiinnt und die Sedimentationsgesch windigkeit 
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Tabelle 1V. 


Pseudoglobulin. Sedimentationsgeschwindigkeit. 
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Unzentri- 


\ersuchs- Konzentration gon . 1013 Do 107. Mittelwerte fugierbar 
nummer : 2 
) 
salztrei 0.39 7.76 Schwacher Gang, 4.9 0 
|| in Putfer 0.33 6.36 4 ‘ 4.1 6 
94 5.5 | 0,32 6,32 vu ‘ 3,5 — 


* Zwei schnell sedimentierende Anteile (je etwa 6° 9), s ungefihr gleich 10 und 20 


polydispers ist. Deshalb wurden sowohl in salzfreier Lésung wie in 
Phosphat puffer (pu 5,5) die Sedimentationsgleichgewichte bestimmt 
Tabelle V). Die Zahlen beweisen. daB die Pseudoglobulinfraktion 
polvdispers ist. Sie stimmen recht gut mit den entsprechenden Ver- 
suchen Svedbergs und Sjoegrens (10) iiberein. 


Tabelle V. 


Pseudoglobulin. Sedimentationsg/eichgewi: hte. 





Material-Versuchsnummer Molekulargewicht 
1) salzfrei ©0000 150 000 
27* in Puffer 5.5 82 000 — 13000) 


* Dieser Versuch wurde freundlicherweise von Herrn B. Sjoegren ausgefiihrt. Auch an 
lieser Stelle michte ich ihm dafiir meinen verbindlichsten Dank aussprechen 


Es sei noch erwahnt, dai aus den Photometerkurven der Sedimentations- 
geschwindigkeit des salzfreien Pseudoglobulins die Anwesenheit zweier 
hochmolekularer Anteile mit den ungefahren Sedimentationskonstanten 
10 und 20 hervorgeht. Die obere Grenze des Molekulargewichts dieses 
Materials, die sich aus dem Sedimentationsgleichgewicht ergibt, ist also 
sicher zu niedrig. 


Albumin zeigte in unseren Versuchen eine um 5°, héhere Sedi- 
mentationskonstante als der von Svedberg und Sjoegren (9) bestimmte 
Wert 4,2. Die Abweichung liegt der Versuchsfehlergrenze sehr nahe 
Es ist durchaus méglich, daB die Halbsattigung mit Ammonsulfat 
unter unseren Bedingungen (salzfreie Losung, pu 5,4) keine so scharfe 
lrennung der Fraktionen bewirkt, wie die Fallung aus natirlichem 
Serum. Die Abweichung vom bisher gefundenen Wert ware demnach 
auf Globulinreste zuriickzufiihren. Eine genaue Verfolgung dieses Be- 
fundes hatte jedoch den Rahmen dieser Arbeit tiberschritten. 

Bei keinem der mitgeteilten Versuche iiberstieg der Anteil an 
unzentrifugierbarer Substanz (M < 1000) 8°,. Die Zahl ist eher zu 
hoch als zu niedrig, da die Lichtabsorption kolloider Systeme im all- 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 299 
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Tabelle VI. 


Albumin. Sedimentationsgeschwincigkeit. 





Versuchs- Konzentration a . . Unzentr 
nummer 0/, #20 - 10 Doo . 107, Mittelwert fugierba 
25 0,15 4,42 Schwacher Gang, 6,4 
26 0,14 4,47 5,6 


gemeinen mit dem Dispersionsgrad zunimmt. [Vergleiche z. B. di: 
entsprechenden Messungen Svedbergs und Sjoegrens am Bence-Jones 
Protein (15).] 

Man kann daraus schlieBen, da ein tiefgehender Abbau de: 
Proteine bei der E. D. nicht stattfindet. 


Zusammenfassung. 

1. Aus Serum wurde nach der Methode von Ettisch und Ewiy 
durch Elektrodialyse eine wasserlésliche und eine wasserunlésliche 
KiweiBfraktion dargestellt. Die beiden Fraktionen wurden mit de: 
Ultrazentrifuge untersucht. 

2. Beide Fraktionen erweisen sich als polydtspers. 

Die spezifische Sedimentationsgesch windigkeit der /dslichen Fraktio 
liegt zwischen denen des durch Aussalzen mit Ammonsulfat her 
gestellten Globulins und Serumalbumins. Die Werte schwanken 
jedoch sehr stark. Die Schwankung ist unabhangig vom verwandten 
Serum, aber offenbar abhangig vom Verlauf der E. D. Die unldslich: 
Fraktion enthalt mehrere hochmolekulare Komponenten. Es bestelht 
gute Ubereinstimmung mit den Resultaten Svedbergs und Sjoegrens 
an anders hergestelltem Euglobulin. 

3. Aus der léslichen Fraktion wurde durch Halbsattigung mit 
Ammonsulfat das Pseudoglobulin ausgefallt. Aus dem _ Filtrat lie! 
sich kristallines Albumin gewinnen, das in der Ultrazentrifuge noch 
geringe Unreinheit zeigte. Das Pseudoglobulin war polydispers in den 
ungefahren Grenzen 20000 bis 130000. 

4. In elektrolytfreier Lésung zeigen sowohl die lésliche Fraktion 
wie das Pseudoglobulin héhere Sedimentationsgesch windigkeiten sowi 
merkliche Anteile hochmolekularer Komponenten. 

5. Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Fraktionierung des 
Serums durch Elektrolytentzug im Gegensatz zu einer Fraktionierung 
durch Halbsattigung mit Ammonsulfat nicht zu monodisperse! 
Systemen fiihrt. 


Ein Vergleich mit den Arbeiten Svedbergs und Sjoegrens zeigt 


ferner, daB ein einheitliches Globulinmolekiil nur in salzhaltiger Losung 
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estandig ist. Eine Entfernung der Elektrolyten fiihrt zu irreversiblen 
Veranderungen, die sich im Auftreten kleinerer Molekiile und héherer 
\Molekilaggregate auBert. Die Elektrodialyse kann demnach nicht als 
eine schonende Methode der Serumfraktionierung gelten. 


Herrn Professor 7. Svedberg bin ich fiir die in seinem Institut ge- 
wahrte Gastfreundschaft und sein reges Interesse an dieser Arbeit zu auBer- 
rdentlichem Dank verpflichtet. Die Reise nach Upsala wurde mir durch 
ein Stipendium der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft er- 
moglicht, wofiir ich auch an dieser Stelle meinem Dank Ausdruck geben 
méchte. Die Unkosten der Versuche mit den Ultrazentrifugen wurden von 
der Stiftung ,,Therese Och Johan Anderssons Minne** bestritten. 
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Bildung und Umwandlung von Methylglyoxal durch Fermente 
der Tuberkel- und der Timothee-bazillen. 


Von 
Masahiko Kuroya. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Marz 1931.) 


Fir zahlreiche Mikroben, hauptsachlich fiir solche nicht pathogene: 
Art, konnte die Fahigkeit festgestellt werden, Zucker iiber die Stufe 
des Methylglyoxals abzubauen. Fiir die eigentlichen pathogenen Keime 
liegen meines Wissens bisher keinerlei Erfahrungen nach dieser Richtung 
hin vor. Fiir einschlagige Versuche wahlte ich den Erreger der Tuber- 
kulose und den Timothee-bazillus. Fiir diese beiden Kleinlebewesen 
sind Beziehungen zum Kohlenhydratstoffwechsel bekannt, indem sie 
nur gut auf solchen Nahrbéden gedeihen, die Zucker oder das ihm 
nahestehende Glycerin enthalten!. 

Bei der Wahl der genannten Mikroorganismen war von vornherein 
mit besonderen experimentellen Schwierigkeiten zu rechnen, und zwat 
aus folgendem Grunde: Das Prinzip fiir die Anreicherung des normaler- 
weise ein Zwischenglied bildenden Methylglyoxals beruht darauf, dal 
man die geordnete Funktion der desmolytischen Teilagenzien durch 
Fortnahme oder Alteration von Coferment st6rt, so daB nur das Methy!- 
glyoxal erzeugende, nicht aber das den Ketonaldehyd verarbeitende 
Agens zur vollen Betatigung gelangt. Diese Beeintrachtigung des Co- 
ferments wird in praxi dadurch erreicht, daB man dasselbe aus den 
Zellen bzw. Geweben extrahiert oder durch Eingriffe behindert, die 
man z. B. mit plasmolytischen Mitteln vornehmen kann. Der Tuberke!l 
bazillus und der Timothee-bazillus sind charakteristischerweise mit 
einem harten Wachspanzer umgeben, und es war nicht vorauszusehen 
ob die Ausschaltung der Cozymase unter Erhaltung der Apozymase mit 
einem solchen Material gelingen wiirde. Zum Ziele fiihrte der auch zw 
Gewinnung von Antigenen beschrittene Weg, das Verfahren der Ent- 
wachsung. Als Solvens verwendete ich fiir diesen Zweck das Aceton 


1G. Lockemann, Chem. Centralbl. 1919, III, 58 und 1067; Wells 
de Will u. Long, Chemistry of Tuberculosis 1923, 8S. 53ff.; H. Braun, A. Sta 
matelakis u. S. Kondo, diese Zeitschr. 145, 391, 1924. 
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\lit stets erneuten Quantitaéten dieses Lésungsmittels wurden Massen- 
sulturen der Erreger intensiv geschittelt, und zwar die Timothee- 
azillen 10 Tage lang, die Tuberkel-bazillen volle 18 Tage. Im letzten 
alle blieb das Schiittelgut noch eine Woche unter Aceton stehen. Man 
erreichte auf diese Weise bei den Tuberkel-bazillen keine vollkommene 


lente Kntfernung der Wachshiillen; bei Priifung der abgesaugten Bakterien- 
masse auf Saurefestigkeit nach der Methode von Ziehl-Neelsen ergab 
‘ich, daB nur rund die Halfte der Erreger aufgeschlossen war. Bei 
limothee-bazillen zeigte die gleiche Prohe eine nahezu vollkommene | 


\ufhebung der typischen Saurefestigkeit an. 
Die halb aufgeschlossenen 7'uberkel-bazillen erwiesen sich trotzdem 


gs ils durchaus wirksame Agenzien der Methylglyoxal-bildung. Dies 

Ergebnis ist insofern wichtig, als es lehrt, daB die Glykolase eine grobe 
enane Resistenz gegen die einmonatliche Beritihrung mit Aceton besitzt, 
Stufe genau so, wie sie nach Yamasaki! der toxischen Wirking der Mono- 
ane jodessig-aure bemerkenswerterweise widersteht. Bei der Glykolase 
venti verblieb die Phosphatase. Infolgedessen lieferte das Bakterienstroma 
ei durch De-phosphorylierung von Hexose-di-phosphat reichlich Methyl- 
saidlias glyoxal, das in Form seines. Bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons isoliert 
a und analysiert wurde. 
am Mit den Timothee-bazillen habe ich ebenfalls Methylglyoxal als ' 

Abbauprodukt der Hexose erhalten. Zugleich habe ich das entwachste 
” Material auch auf die Fahigkeit gepriift, zugefiigtes Methylglyoxal 
as umzuwandeln. Das nach der langen Einwirkung von Aceton gewonnene 
Sal Trocken-praparat dismutierte noch Methylglyoxal, wenn auch sehr 
nisr- langsam. Man darf daraus schlieBen, daB Ketonaldehydmutase gleichfalls 
_ nicht zerstért und von ihren! Coferment bei dem erwahnten Vorgehen 
aren nicht ganz befreit worden ist. Allerdings waren die Ausbeuten an 
wil Milchséure, die ich so aus Methylglyoxal erzielen konnte, geringer 
gong als gewohnlich. Sie betrugen namlich nur rund 29 bis 66°, der ‘Theorie. 
Co- a 

[Da das zugefiigte Methylglyoxal vollkommen verschwunden war, 
po diirften noch andere Produkte als Lactat entstanden sein. Man kann 
die u.a. im AnschluB an die Erfahrungen von Braun, Stamatelakis und 
rkel : ' ‘ ; 

: Kondo (a.a.Q.) an eine weitere Umsetzung des milchsauren Salzes 
“0 denken, vor allem aber an die vor Jahren von Neuberg und Kobel? 
ae aufgefundene Reaktion des Methylglyoxals mit Aminoséuren, Amino- 
f purinen und Nucleosiden.] Die erzeugte Milchséure habe ich als Zink- 
Pie verbindung isoliert und partiell optisch aktiv befunden. Bemerkens- 
“ol werterweise enthielt sie 40°, der linksdrehenden Modifikation, schlol | 
me also viel vom Salz der l- (+) Milchsdure ein, d.h. von der gleichen 
“ells, 

Sta- ' J. Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 123, 1930. 


2 C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 
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Xaumform, die in der Muskulatur als sogenannte Fleischmilchsaur 
auftritt. Dieser Umstand ist erwahnenswert, weil bei Dismutatione 
von fertigem Methylglyoxal durch Bakterien bisher meistens de 
optische Antipode oder das Racemat gewonnen worden ist!. Das vor 
mir isolierte Zinklactat war analytisch vollkommen rein; an seinen 
polarimetrischen Verhalten anderte sich nichts, wenn ich der Keton 
aldehydmutase der Timothee-bazillen eine aus Hefe bereitete Comutas: 
hinzufiigte, wohl aber wurde dadurch die zur Dismutation benétigt: 
Zeit ganz erheblich, um das Fiinffache, verringert, und die Ausbeute 
stieg auf mehr als das Doppelte. 

Zur Gewinnung des Enzymmaterials folgte ich der bekannte: 
Methodik von C. Newberg und M. Kobel, die Isolierung des Methyl- 
glyoxals geschah nach der von den gleichen Autoren ausgearbeiteten 


bewahrten Methodik ?. 
Experimenteller Teil. 


I. Methylglyoxal-bildung durch Tuberkelbazillen. 


103 g feuchte, tippig gewachsene Tuberkelbazillen, die 4 Wochen lang 
auf Bouillon mit 4°, Glycerin kultiviert und dann abzentrifugiert waren, 
wurden in 2 Liter wasserfreien Acetons suspendiert und in einer groBen 
Stépselflasche 18 Tage lang dauernd geschiittelt; wahrend dieser Zeit 
wurde das gesamte Aceton zehnmal erneuert. Das dann noch 8 Tage bei 
Zimmertemperatur aufbewahrte Gemisch wurde darauf scharf abgesaugt 
und im Vakuum-Exsikkator iiber Calciumchlorid plus Paraffin bis zu 
Entfernung der letzten Spuren Aceton getrocknet. 

Nach der Ziehl-Neelsenschen Farbung erwies sich ungefaéhr die Halfte 
der Bazillen noch als séurefest. Erhalten wurden 21 g Trocken-praparat. 





In Vorversuchen wurden die giinstigsten Konzentrations- und Mengen- 
verhaltnisse ermittelt. 
Ansatze, 
1. 400 cem 4° ,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
8 g Bakterien-stroma, 
6 ecem Toluol. 


te 


100 cem Wasser, 
2 g Bakterien-stroma, 
1,5cem Toluol. 
3. 240 ccm 0,05°%ige Methylglyoxal-losung, 
4.8 ¢ Bakterien-stroma, 
3.6 ecem Toluol. 
4. 120 cem 0,05°%ige Methylglyoxal-lésung, 
18 ., Toluol. 


! Literatur siehe bei C. Newberg u. E. Simon, Ketonaldehydmutase, i 
Oppenheimers Methodik der Fermente 1928, 8. 1311. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928 und folgend: 
Bande. 
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Die Ansaétze wurden 72 Stunden lang bei 37° belassen. Die Entfernung 
m Protein geschah mit 10°,iger Trichloressigséure, die in einer Menge 
m 20°, des Volumens zur Versuchslésung gegeben wurde. 


Die Fallung von 320 ccm enteiweiBter Versuchslésung | ( 266.7 cem 
rlésung) mit 1,5g 2,4 -Di-nitro-phenylhydrazin in Salzséure lieferte 
.7389 g Methylglyoxal-bis-2.4-di-nitrophenylhydrazon; sie  entsprechen 
0.1539 ¢ Methylglyoxal-hydrat. Durch Fallung der Vergleichsansaétze 3 
sowie 4, welch letzterer sich nicht verandert hatte, mit dem gleichen Reagens 


wurde festgestellt, daB wahrend der Versuchsdauer fiir 266,7 cem Urlésung 
0.0845 g Methylglyoxal-hydrat verschwunden waren. Das Gesamt- 
juantum des entstandenen Ketonaldehyd-hydrats belief sich somit auf 
0.1539 0.0845 ¢ 0,2384 g. 

Durch Anfangs- und End-Phosphorbestimmungen in den Ansétzen | 
und 2 wurde ermittelt, daB ebenfalls fiir 266.7 cem Urlésung 0,448 g Phos- 
phor aus dem Hexose-di-phosphat in Freiheit gesetzt waren. Der gefundenen 
Menge mineralisierten Phosphats sind 1,299 g Hexose aquivalent. Auf 
diesen Wert bezogen, d. h. ohne Riicksichtnahme auf entstandenes Mono- 
phosphat und andere Produkte. die fiir genaue Bilanzen nicht vernach 
lassigt werden diirften, machte die Minimal-ausbeute an Methylglyoxal 
18.4°, der Theorie aus. 

Das Bis-hydrazon wurde aus Pyridin und hernach aus Nitrobenzol 
umkristallisiert; es schmolz bei 295°. 


4.472 mg Substanz: 6, 





53mg CO, und 1,200 mg H,O. 


2.565 ,, - 0,572 cem N, (750 mm, 21°, 50°, KOH). 
C,;HjzN,O,- Ber.: C — 41,66°%, H = 2.80%, N = 25,93° 
(432) gef.: € €1,51%, 3,00%, N 25,55 


Il, Methylglyoxal-bildung durch Timothee-bazillen. 


2572 gut gewachsene, feuchte Timothee-bazillen, die 10 Tage lang 
aut Glycerin-bouillon (4°,ig) in 100 Kulturkolben geziichtet waren, wurden 
in 1,5 Liter Aceton aufgenommen und in einem geréfumigen GlasgefaB 
10 Tage lang intensiv ‘durchgeschiittelt. Wahrend dieser Zeit wurde das 
Aceton viermal ausgewechselt. Das Material wurde zuletzt auf der Nutsche 
trocken gesaugt und wieder in den Exsikkator bis zum Entweichen allen 
Acetons gestellt. Die Farbung auf Saéurefestigkeit nach Ziehl-Neelsen 
ergab. daB die Bazillen fast voéllig entwachst waren. Erhalten wurden 
51 g Trocken-praparat. 

Ansaétze. 


1. 400 cem 4°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
2 g Bakterien-stroma, 
6 ecm Toluol. 
2. 200 cem Wasser, 
1 g Bakterien-stroma, 
3 cem Toluol. 
3. 240 cem 0,05°,ige Methylglvoxal-lésung, 
1.2 ¢ Bakterien-stroma, 
4 ecm Toluol. 
4. 120 cem 0,05°,ige Methylglyoxal-lésung, 
2 s» Toluol. 
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Die Gemenge wurden 48 Stunden bei 37° digeriert. Die Beseitigun 
von Protein erfolgte in gew6hnlicher Weise mit Trichloressigséiure. Au 
380 cem enteiweiBter Versuchslésung 1 (| 345.4 cem Urlosung) wurde 
durch Féllung mit 1,5 g in Salzséure gelésten 2,4-Di-nitro-phenylhydrazi: 
0.8517 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon 0.1774 g¢ Meth! 
glyoxal-hydrat erhalten. Nach der Analyse des Kontrollansatzes 3 (Ansatz 4 
war unverandert geblieben) waren fiir 345,4 cem Urlésung 0,1143 g Methy! 
glyoxal-hydrat (als Bis-hydrazon bestimmt) verschwunden. Die Gesamt 
menge des gebildeten Methylglyoxal-hydrats betrug also 0.2917 g. Wahrend 
der Versuchsdauer waren aus dem in 345,4cem Urlésung enthaltene: 
Magnesium-hexose-di-phosphat in toto 0,278g Phosphor abgespalte: 
was 0,8060 g Hexose entspricht. Die darauf berechnete .Winimal-ausbeut 
an Methylglyoxal (vgl. die Darlegungen 8. 441) belief sich auf 36,2°, ci 
Theorie. Der Ertrag war ansehnlich und rund doppelt so hoch wie bi 
Verwendung von Tuberkelbazillen-material. 


Das Methylglyoxal-derivat besaB nach Umbkristallisation aus Pyridi 
sowie darauf aus Nitrobenzol den Schmelzpunkt 296°. 


4,620 mg Substanz: 7,065 mg CO, und 1,210 mg H,O. 


S538 .,, cs 0,567 cem N, (750mm, 21°, 50°, KOH). 
CysH,2N,Os- Ber.: C = 41,66°, H = 2,80°, N = 25,93°, 
(432) gef.: C = 41,72%. 2,93%, N = 25,70‘ 


IIIT. Umwandlung von Methylglyoxal durch Timothee-bazillen und Isolierung 
der entstandenen Milchsdure'. 


A. Ansatz mit Coferment. 
1. 50 ecm 2,0°,ige Methylglyoxal-lésung, aufgefiilllt auf 1000 ccm, 
100 » Hefen-Kochsaft, 
15 g Bakterien-stroma, 
5 g CaCQ,, 
10 ecem Toluol. 
2. 5 ecm 2° ige Methylglyoxal-lésung, aufgefiillt auf 100 cem, 
10 »» Wasser, 
0,52 CaCO,, 
1 ecem Toluol. 


Die Ans&étze wurden mit CO, gesaéttigt und dann 62 Stunden bei 37 
belassen. Nach dieser Zeit war das Methylglyoxal in Ansatz | vollkomme: 
verschwunden, in Ansatz 2 praktisch unveréndert. Aus Ansatz 1 wurden 
bei tiblicher Aufarbeitung 1,3893 g lufttrockenes Zinklactat erhalten; das 
entsprach einer Ausbeute von etwa 66°,, da rund 40°, aktives und 60 
racemisches Salz vorhanden waren. 

Eine Lésung, die 0.2501 g Substanz (=0,2211 g der analysenreinen 
wasserfreien Verbindung) in 10.0 ccm enthielt, zeigte im 2-dem-Rohr ein 
Ablenkung von « = — 0,14°.  [x\77 = — 3,189. 


' Nach C. Neuberg, Der Harn 1911, S. 249; C. Neuberg u. E. Simon, 
diese Zeitschr. 200, 470, 1928. 
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Ln 0.1429 9 wasserfreie Substanz (Trocknung bei 110° bis zum konstanten 
Au ‘ewicht) lieferten 0.0483 g ZnO. 
de . ¢ as 
; (C,H;O,).Zn. Ber.: ZnO 33,42 
. gef.: ZnO 33,79 
tz 4 
1v B. Ansatz ohne Coferment. 
mit 1. 50 cem 2,0°,ige Methylglyoxal-losung, aufgefiillt auf 1000 ccm, | 
anid 5 g Bakterien-stroma, | 
ner o9 g CaCQs,, 
el 10 ecem Toluol. 
4 2. 5 ecem 2,0°,ige Methylglyoxal-lésung, aufgefiillt auf 100 cem, 
le 0,5g¢ CaCQOs, 
be 1 ecem Toluol. 
. WW" ar i 
Sattigung mit CO,. Temperatur 37°. 
dir ‘ . 
Bis zum vollkommenen Verschwinden des Methylglyoxals im Ansatz 1 
vergingen 13 Tage. Die Aufarbeitung geschah wie gewédhnlich und fiihrte 
zu 0,5828 g lufttrockenem Zinklactat. Das kommt, da auch hier das isolierte 
Salz rund 40°., aus der aktiven und zu 60°, aus der inaktiven Form bestand, 
einer Ausbeute von nur 29,0°, gleich. Der Effekt der Comutase in Versuch A 
S. 442) ist also ganz unverkennbar. 
Mit 0.2053 g der bei 110° entwaésserten Substanz in 10,0 cem Wasser 
war die Drehung im 2-dem-Rohr « 0,139; [x}j} 3,17°. 
ng 0,1238 g des wasserfreien Salzes hinterlieBen beim Gliihen 0.0415 g ZnO. 
(C;H;O,),Zn. Ber.: ZnO 33.42 ° 
gef.: ZnO 33,52 °%. 
Gleichzeitig wurde in 10cem Versuchslésung die Milchséure nach 
‘m, 


v. Fiirth-Charnass ermittelt. Gefunden wurden fiir den Gesamt-ansatz 
0.3925 g Milchséure 31,.4°, der Theorie, was mit dem Wert der Be- 
stimmung als Zinklactat hinreichend im Einklang steht. 








Bildung von Methylglyoxal 


durch das wasserlésliche Ferment des Rattensarkoms. 


Von 
Masahiko Kuroya. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Mdrz 1931.) 


Die nahezu einheitliche Fahigkeit der Zellen, Methylglyoxal in 
Stoffwechsel zu bilden, offenbart sich auch dadurch, daB gleich der 
normalen Geweben pathologische Gebilde diese Leistung zustanc 
bringen:; sie vermégen ebenfalls Zucker auf dem Wege tiber das Methy! 
glyoxal zu spalten. Aus Untersuchungen von C. Neuberg, M. Kobe 
und H. Laser! wei8 man, daB mit Alkohol-Ather- oder Aceton-‘Trocken 
praparaten von Jensens Rattensarkom aus Hexose-di-phosphat Methy! 
glyoxal erhalten wird. Die Autoren haben noch nichts dartiber mit- 
geteilt, ob die den genannten Ketonaldehyd erzeugende Glykolase aus 
Tumormateria! extrahierbar ist. Diese Frage ist nun angesichts des be- 
sonderen Kohlenh ydratstoffwechsels der Gesch wiilste? deshalb der Unter- 
suchung wert, weil man damit zu einem Urteil dartiber gelangen kann, 
ob der Modus der Methylglyoxal-entstehung dem bei normalen Zellen 
insofern gleicht, als aus letzteren das methylglyoxal-liefernde Agen- 
ausgelaugt werden kann. Bestimmte Unterschiede in der Art de: 
Kohlenhydratverwertung bestehen u.a. darin, daB beispielsweise dir 
Tumoren nicht phosphorylierten Zucker sogar besser zu verwerte! 
scheinen als Zuckerphosphorsaure-ester oder Glykogen®. 

Aus den Alkohol-Ather-Trocken-praparaten des Rattensarkoms lédfit 
sich durch Ausziehen mit Wasser eine Lésung gewinnen, die Glykolas 
enthalt und aus Hexose-di-phosphat Methylglyoxal hervorbringt. 

Aus dieser Entstehung von Methylglyoxal folgt zugleich, dal 
in dem wasserigen E rtrakt auch Phosphatase zugegen ist. Die Menge dex 


. <7, Ne ube rq. M. Kobel u. H. Lase F. Zeitschr. f. Krebsforsch., Blumen- 
thal-Festschrift. 32, 92, 1930. 


2 


2 0. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
Siehe bei C. Oppenheimer u. R. Kuhn, Die Fermente 2, 1462, 1926 
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ital abgespaltenen Phosphors erlaubt einen RiickschluB auf die Minimal- 


1enge von Methylglyoxal, die auftreten kann, wenn andere Umsetzungs- 
rodukte des Ausgangsmaterials auBer Anschlag bleiben und verein- 
fachend angenommen wird, daB aller dem abgespaltenen Phosphat- 
juantum aquivalenter Zucker in das Hydrat des Ketonaldehyds iber- 
vehe. Da volle Bilanzversuche vielfach ausgefiihrt sind, habe ich ge- 
vlaubt, im vorliegenden Falle von solchen absehen zu kénnen, und 
abe mich auf die Feststellung der Tatsache beschranukt, daB durch 
las lésliche Tumorferment betrachtliche Mengen Methylglyoxal aus 
Zucker erzeugt werden. 


Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehenden Daten. 


Experimentelles. 


Die Sarkome wurden durch Impfung von 60 Ratten unter der Riicken- 
haut erhalten. Nach 2 Wochen wurden die Tiere getétet, die Geschwiilste 
sorgfaltig frei prapariert und in einer sterilen Muhle zu einer feinen breiigen 
Masse zerkleinert. 165 g¢ des feuchten Gewebes wurden mit einer Mischung 
von 1,5 Liter Alkohol und Ather (3:1) 4 Minuten lang verriihrt und ab 
gesaugt. Der Riickstand wurde nochmals in gleicher Weise mit 1,5 Lite! 
des Alkohol-Ather-Gemisches behandelt. Das erzielte Material wurde im 
Exsikkator getrocknet. Ausbeute 25,0 g Trocken-praéparat. 

In Vorversuchen wurden die Trocken-substanz, daraus  bereitete 
Wasser-extrakte und die Riicksténde auf ihren Gehalt an Glykolase gepriift. 
Es ergab sich, daB die wiasserigen Extrakte befriedigende Kesultate 
zeitigten. 

Herstellung des wdsserigen Extraktes. 

7,5 g des Sarkom-Trocken-praparats wurden in 150cem Wasser 
suspendiert und mit 5 cem Toluol versetzt. Das Gemisch wurde 24 Stunden 
lang bei 37° belassen und oftmals griindlich durchgeschiittelt. Darauf 
wurde scharf zentrifugiert und das erhaltene Zentrifugat filtriert. 


Ans&étze. 
1. S80cem Wasser-extrakt. 
600 ,, 4° ,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-losung, 
10 ,, Toluol. 
$.. 8 ccm Wasser-extrakt, 
oo Wasser, 
lL .« xZepnol. 
3. 32cem Wasser-extrakt, 
240 ,, 0,08°,ige Methylglyoxal-lésung, 
4 .,, Toluol. 
4. 32ccm Wasser, 
240 ,, 0,08°% ige Methylglyoxal-lésung, 
4 ,, Toluol. 
Die Ans&étze wurden 48 Stunden bei 37° aufbewahrt. Die Enteiweibung 
erfolgte in iiblicher Weise mit 10°,iger Trichloressigsaéure, die in einer 
Menge von 20°, des Fliissigkeitsvolumens verwendet wurde. 
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Durch Fallung von 745 ccm enteiweiBter Versuchslésung | (= 620,9 cer 
Urlosung) mit 2,5g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 150cem 2n H¢‘ 
wurden 1,9235g Methylglyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon 0,4008 
Ketonaldehyd-hydrat erhalten. Durch Fallung der Vergleichsansatze 
und 4 ergab sich, daB fiir 620,9cem Urlésung 0,0988 g Methylglyoxa 
hydrat (als Bishydrazon gewogen) verschwunden waren. Die gesamt 


Menge entstandenen Methylglyoxal-hydrats belief sich also auf 0.4008 ¢ 


> 


0,0988 g = 0.4996 g. Wahrend der Versuchsdauer waren aus 620,9 ccm 


Urlésung 1,166 g Phosphor abgespalten, was 3,381 g Hexose aquivalent 


ist. Bei Beziehung auf diesen Wert betrug die Minimal-ausbeute an Keto 
aldehyd 14,8°, der Theorie. 


Das aus Pyridin sowie darauf aus Nitrobenzol umkristallisierte Bis 


hydrazon schmolz bei 296°. 


4,327 mg Substanz: 6,638 mg CO, und 1,195 mg H,O. 


2,629 ,, ‘ 0,590 com N, (750 mm, 21", 50°, KOH). 
C,,H,yN,O0,. Ber.: C 41,.66°,, H 2,80%, N 5 ( 





(432) gef.: C 41,85°,, H 3,09%, N 
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Nachweis und quantitative Bestimmung der Lactose im Harn. 


Von 
Masahiko Kuroya. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. Marz 1931.) 

E. Freund und B. Lustig! haben jiingst die Aufmerksamkeit darauf 
gelenkt, daB der Nachweis von Milchzucker im Harn mit Schwierigkeiten 
verbunden ist. Diese Mitteilung der genannten Autoren ist mir Ver- 
anlassung, tiber ein Verfahren zu berichten, das die Erkennung und 
eine gute quantitative Bestimmung der Lactose im Harn erméglicht. 
Hierfiir ist, aubBer fiir die Diagnose der eigentlichen Lactosuriefalle, ein 
Bediirfnis vorhanden, da der Milchzucker fiir klinische Zwecke an- 
gewendet wird. 

Freund und Lustig haben die bisherige Methodik verbessert und 
sind so verfahren, daB sie den Harn zur Reinigung direkt mit Bleiessig 
behandelt und das mit Schwefelsaure entbleite Filtrat neutralisiert, 
wieder mit Essigsiure angeséuert und schlieBlich im Vakuum eingeengt 
haben. Aus dem hinterbliebenen Sirup extrahieren sie Beimengungen 
mit Weingeist und fanden in der in Alkohol unléslichen Fraktion dann 
den Milehzucker, der mit Fehlingscher Mischung oder auf optischem 
Wege zu 90°, der urspriinglich anwesenden Quantitat nachzuweisen war. 

Das jetzt mitzuteilende Vorgehen erméglicht es nun, bis 98°, 
des vorhandenen Milchzuckers zu erfassen und auf sehr verschiedene 
Weisen zu identifizieren. Der eingeschlagene Weg, der vermutlich 
fiir den Nachweis anderer Zucker beschritten werden kann, ist folgender. 

Harn, der 0,2 bis 1°, Milchzucker enthalt, wird nach eventueller 
Vorbehandlung mit Methylalkohol (s. 8.449) durch normales Blei- 
acetat ausgefaillt, wobei man jedoch zuvor mit Essigsiure schwach 
saure Reaktion herstellt, um Verlusten durch die nicht sicher ver- 
meidbare und bekannte Mitfallung von Zucker selbst im normalen 


1 BE. Freund u. B. Lustig, diese Zeitschr. 232, 449, 1931. 
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Bleiacetat-niederschlag vorzubeugen. Man filtriert dann durch ei 
trockenes Filter und fallt das klare Filtrat mit Bleiessig aus, wobei 
5°,iges Ammoniak bis zur gerade alkalischen Reaktion zugefiigt wir: 
Der dichte Niederschlag wird nach etwa zweistiindigem Stehen schart 
abgesaugt und, ohne daB man nachwischt, mit Wasser zu einem diinnen 
srei angerieben sowie mit so viel Eisessig versetzt, daB die Reaktio: 
eben sauer ist. Das Gemenge wird mit Wasser quantitativ in eine gx 
wohnliche Glasflasche iibergespiilt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
Man filtriert vom Schwefelblei und suspendiert das Bleisulfid noch 
einmal in Wasser, leitet wieder Schwefelwasserstoff ein, filtriert aberma|s 
und wascht mit siedendem Wasser nach. Die vollkommen klaren 
Filtrate werden vereinigt und im Vakuum weitgehend eingeengt. De: 
Riickstand wird mit Wasser zu einem bestimmten Volumen aufgefiillt. 
In dieser Flissigkeit kann man durch Polarisation und, da stérende 
Stoffe nunmehr entfernt sind, auch nach der Schleimsaéure-methode 

den Milchzucker leicht ermitteln. 

Unter Verzicht auf quantitative Abscheidung der Lactose hat F. Ho/ 
meister! vor Jahren die Faéllung des Urins mit neutralem Bleiacetat und 
Ammoniak benutzt und so einen Teil des Milchzuckers in Substanz gewinnen 
kénnen. Ebenfalls neutrales Bleiacetat plus Ammoniak haben L. Lang 
stein und F. Steinitz? angewendet und den im Niederschlag enthaltenen 
Zucker in Schleimséure tibergefiihrt; auch ihnen kam es lediglich auf den 
qualitativen Nachweis an. 

Wie die Protokolle ausweisen, hatte ich Verluste von nur 2 bis 10‘ 
zu verzeichnen. 

Zur Identifizierung des Milchzuckers kann man das Osazon_ be- 
reiten. Man kann aber auch den Milchzucker nach einer fiir andere 
Zwecke angegebenen Vorschrift von Y.Shimidzu® hydrolysieren und 
sein Vorliegen durch die erfolgte Steigerung von Drehung nebst Re- 
duktionsvermégen sowie durch Charakterisierung der gebildeten 
Monosaccharide sicherstellen. Man vermag die Hydrolyse bei regulierte: 
Wasserstoff-ionenkonzentration ebenfalls enzymatisch mit den leiclit 
zuganglichen Lactasen auszufiihren; der Milchzucker laBt sich tiberdie- 
vor und nach der Inversion durch Vergérung mit geeigneten Hefen 
bestimmen. 

Da man die Konzentrierung der aus dem Bleiessigniederschlag 
regenerierten Lactose sehr weit treiben kann, ist es méglich, von wu 
spriinglich sehr diinnen Milchzucker-Harnen aus zu starken Lactose 
losungen zu gelangen. 


1 F. Hofmeister, H. 1, 101, 1877/78. 
2 L. Langstein u. F. Steinitz, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 
579, 1906. 


Y. Shimidzu, diese Zeitschr. 18, 243, 1908. 
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Bestimmung der Lactose im Harn. 


Experimenteller Teil. 
Versuch I. 


90 ccm normaler Harn wurden mit 10 ccm einer 10°,igen Lésung 
m reinem Milchzucker versetzt, darauf mit | cem Essigséure angeséuert 
ind im Vakuum oder Faust-Heimschen Verdunstungsapparat bis auf 40 ccm 
onzentriert. Im Mischzylinder wurde der eingeengte Harn mit Methy!l- 
ikohol bis zu einem Volumen von 125 ccm versetzt und klar filtriert. 
100 cem Filtrat (0,80 g Zucker enthaltend) wurden nochmals bis auf 50 ecm 
m Vakuum konzentriert, sodann mit einem Tropfen Eisessig und 10 cem 
vesattigter Bleiacetatl6sung versetzt, gut durchgemischt und _ filtriert. 
45cem Filtrat (0,60 ¢ Zucker enthaltend) wurden weiterhin mit 5 ccm 
5°,igem Ammoniak und 10 ccm Bleiessig versetzt. Das Gemisch wurde 
2 Stunden lang bei Zimmertemperatur belassen. 

Der Niederschlag wurde nun auf einer Nutsche tiber zwei Macherey- 
Filtern! vollstandig abgesaugt. Das Filtrat mu8 vollkommen klar sein 
und bleiben, wenn es mit ammoniakalischem Bleiessig versetzt wird. 
Wenn der Harn nur Lactose enthalten hat, weist er auch kein Drehungs- 
vermégen auf.) Die Bleiverbindungen wurden alsdann sofern sie sich 
nicht verlustlos vom Doppelfilter abspritzen lieBen, mit diesem zusammen 
mit Wasser angeriihrt und mit Ejisessig bis zur schwach sauren Reaktion 
versetzt. Die Zerlegung durch Schwefelwasserstoff und die weitere Be- 
handlung geschah, wie zuvor angegeben ist. 

Das in vacuo eingeengte farblose Filtrat wurde schlieBlich mit Wasser 
auf 60cem gebracht. Diese miiBten genau 0,60 g Zucker enthalten, also 

rade 1°,,ig sein, da der 0,60 g Lactose enthaltende aliquote Teil (s. oben) 
verarbeitet worden war. 


Die Drehung im 2-dem-Rohr war tL 0,95°. 

Eine 1°,ige Lésung des hier und in allen iibrigen Fallen verwendeten 
reinen Milchzuckers ([a]p + §2,49°) zeigte im 2-dem-Rohr eine Ab- 
lenkung von 1,05°. 


Somit waren 90,5°, des dem Harn zugefiigten Milchzuckers wieder- 
gefunden. 


Versuch 11. 


90 ccm normaler Harn wurden mif 10 cem 10°,iger L6sung von Milch- 
zucker gleichen Reinheitsgrades versetzt. Die Behandlung mit Methanol 
und die Weiterverarbeitung eines aliquoten Teiles (*,) erfolgten genau 
wie in Versuch I. Das Endvolumen betrug 75,0 cem. Darin hatten 0,75 g 
Lactose sein miissen. Drehung im 2-dem-Rohr + 0,95 statt 1,05°. 
Wiedergefunden also abermals 90,5‘ 


Versuch III. 


Zu 98 cem normalem Harn wurden 2 ccm der selben 10°,igen Milch- 
zuckerlésung gegeben. Nach der geschilderten Behandlung erfolgte Kon- 
zentrierung des somit in bezug auf Lactose urspriinglich 0,2° igen Harns 
zu einer Fliissigkeit, die in 35cem 0,175 g Lactose hatte enthalten, also 
0.5°.ig hatte sein sollen. 

Im 2-dem-Rohr « 0,50° statt 0,525. Somit wiedergefunden 
95,2°, des zugesetzten Disaccharids. 


1 


Auch anderes Filtrierpapier ist brauchbar. 
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30 cem dieser Milchzuckerlésung, theoretisch 0,15 g Lactose ent 
sprechend, wurden mit 15 cem HNO, (D 1,2) vermischt und in gewoh: 
licher Weise oxydiert. Die ausgefallene Schleimséure wurde mit Wasse1 
Alkoho! sowie Ather gewaschen, bei 100° getrocknet und gewogen. 

Ausbeute 0,0472 g Schleimséure vom F. 216 (bei m&éBig schneller 
Erhitzen). Das sind 31°, vom Gewicht des vorhanden gewesenen Milc} 
zuckers. 

Nach Emil Fischer! lassen sich aus 100g reinem Milchzucker 36 
rohe Schleimséure gewinnen. 

Zum Vergleich wurden 90 cem normaler Urin mit 10 cem 10°, iger 
Milchzuckerlésung versetzt und mit konzentrierter Salpetersaiure nac} 


Vorschrift direkt oxydiert. Erhalten wurden so, d. h. ohne Vornahme von 


Reinigungsoperationen, nur 0,1642g Schleimséure vom F. 213°, ent 
sprechend 16,4°, oder der Halfte der Menge, die bei der beschriebenen Vor 
behandlung des Urins isoliert werden konnte. 


Versuch IV. 


Es ergab sich, daB auf die Ausfallung von Nichtzuckerstoffen durc! 
Methylalkohol verzichtet werden kann. Der Gang der Analyse ist dan: 
folgender: 

Wieder wurden 90 cem Harn mit 10 cem der 10°, igen Lésung vor 
reiner Lactose und wenigen Tropfen Eisessig versetzt. Man fallt mit 10 cem 
einer Lésung von normalem Bleiacetat, filtriert und verarbeitet einen ali 
quoten Teil wie zuvor mit Bleiessig plus Ammoniak usw. 

Aus einer Fliissigkeitsmenge. die 0,8265 g Lactose enthalten sollté 
erhielt ich durch die Oxydation mit HNO, 0.2547 g Schleimséure. F. 215! 
Ertrag 30,8°,. 

Versuch V. 

a) 180 cem normaler Harn plus 20 cem 10°, iger Lactoselésung. Ver 
arbeitung entsprechend Versuch IV. Polarimetrisch wiedergefunden 
98,0°, Lactose. Ausbeute an Schleimséure (F. 218) 30,5°, vom Gewicht 
des vorhandenen Milchzuckers. Lactosazon F. 203° mit typischem Ver 
halten. 

b) 180 eem des gleichen Harns wurden mit 20 cem Wasser versetzt 
und ebenso mit Bleiacetat, Bleiessig usw. behandelt. Die Endlésung wurde 
auf ein Volumen von 180 cem gebracht. Sie zeigte kein wahrnehmbares 
Drehungsvermégen. Der verwendete normale Harn war _ urspriinglic! 
schwach lavogyr (x = 0,08°); die linksdrehende Substanz vermutlich 
die normalerweise vorhandene kleine Menge gepaarter G:lucuronsaure 
machte sich nach der Behandlung polarimetrisch nicht mehr geltend 


' Emil Fischer, Anleitung zur Darstellung organischer Praparate. 
8. Auflage. 
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Uber die Verteilung des Cholesterins zwischen 
Blutkérperchen und Plasma unter dem Einflu6b der Blutgase. 


Von 
Josef Scheffer. 


\us dem Institut fiir experimentelle Pathologie der Komensky-Universitat 
in Bratislava.) 


(Eingegangen am 31. Mdrz 1931.) 


Cholesterinbestimmungen in dem aus dem Blut des rechten und 
des linken Herzens gewonnenen Serum ergaben Unterschiede zugunsten 
des Serums aus dem rechten Herzen, die auf eine Cholesterinretention, 
bzw. Cholesterinzerst6rung in den Lungen bezogen wurden. 


(Abelous und Soula, Rémond, Colombies und Bernardbeigq, Nitzescu, 
Popescu-Inotestt und Cadariu, Nitzescu und Cadariu, Grigaut und Yovano 
vitch.) Bouisset und Soula verfolgten den EinfluB veranderter Atmungs 
tatigkeit auf die Verarmung des Serums an Cholesterin beim Durchgang 
durch die Lungen und fanden, daB dieser Unterschied im Cholesteringehalt 
durch die Warmepolypnoe erhéht, durch die Asphyxie dagegen aufgehoben 
wird. Daraus zog Bugnard den SchluB, daB der Cholesteringehalt des Serums 
von den Blutgasen beeinfluBt wiirde. Er bestimmte das Cholesterin im 
Gesamtblut und im Plasma sowohl im rechten als auch im linken Herzen, 
ferner das Volumen der Blutkérperchen und berechrete hieraus den Chole- 
steringehalt der letzteren. Er fand einen Uberschu8 an Cholesterin im 
vendsen Plasma gegeniiber dem arteriellen und ein Cholesterindefizit 
in den K6rperchen des venésen Blutes gegeniiber denen des arteriellen. 
Bugnard gelangte auch zu aéhnlichen Ergebnissen, als er Blut mit Sauerstoff 
bzw. Kohlenséure kiinstlich séttigte. Er nahm daher an, daB es sich bei 
der vermeintlichen Cholesterinretention in den Lungen bloB um einen 
Austausch zwischen Blutkérperchen und Plasma handelt, der von den 
Schwankungen der Blutgase beherrscht wird, &hnlich wie die Verteilung 
der Elektrolyte und des Wassers. 

Die Befunde Bugnards schienen mir der Uberpriifung wert zu sein, 
einesteils, weil sie die lang umstrittene Frage nach der Rolle der Lungen 
im Fett- und Cholesterinstoffwechsel sinnfallig zu lésen scheinen, 
andererseits, weil durch sie das Cholesterin in das physikalisch-chemische 
System der in gegenseitigem Abhangigkeitsverhaltnis stehenden Blut- 
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bestandteile eingefiihrt wird. Letzterer Umstand ist von nicht geringem 
theoretischen Interesse, lieB doch die jiingste monographische Bx 
arbeitung der physikalischen Chemie des Blutes von Henderson dic 
Lipoide der Einfachheit halber auBer acht. 


Methodik. 


Das von Patienten aus der Cubitalvene entnommene Blut wurde in 
zwei Portionen geteilt (je 12 bis 15 cem), von denen die eine mit Sauerstoff, 
die andere mit Kohlenséure geséttigt wurde. Zur Sattigung diente mi 
ein einfacher Erlenmeyerkolben, der mit dem betreffenden Gas _ gefiillt 
und mit einem Gummistopfen verschlossen wurde, worauf ich ihn mit 
dem Blute vorsichtig schwenkte, bis keine Zunahme der betreffenden 
Farbennuance mehr erfolgte. Hierauf wurde das Blut | Stunde lang bx 
3500 Touren zentrifugiert, das Plasma abgesogen, die letzten Plasmarest: 
mittels Filtrierpapiers entfernt. Der Blutkérperchenbrei wurde bis aut 
Milligramme genau gewogen, mit 5cecm Wasser haémolysiert und quantitati\ 
in Alkohol-Ather iibergefiihrt, womit er nach Bloor extrahiert wurde. Das 
Plasma wurde ebenfalls nach Bloor in der bekannten Weise extrahiert 
Im aliquoten Anteil des Bloor-Extraktes bestimmte ich das Gesamtchole 
sterin kolorimetrisch nach Bloor mit einer Modifikation nach Gardner und 
Fox, indem ich in der Kalte verseifte und das Cholesterin in Chloroform 
erst aufnahm, nachdem die Atherlésung vorher mit Wasser gewasche! 
war. Naheres siehe bei Scheffer. 

An demselben Extrakt wurden stets Doppelbestimmungen ausgefiihrt, 
die im Mittel um 2,2°, differierten. 


Ergebnisse. 


Die Untersuchungsergebnisse sind in nachstehender Tabelle niede: 





gelegt. 
In 100 cem Plasma In 100 g Blutkérperchen 
Versuch Gesiattigt - - - 
Nr. mit Cholesterin Differenz Cholesterin Differenz 
mg 0/9 mg 0}, 
Os. 200 a aie 
i CO, 216 ia 
0. 156 ' 190 " 
2 : sb 0 is 9, 
bas CO, 155 0 172 “ 
Oz 153 
3 co 160 44 : 
Os 136 147 
. or 0,0 ‘ 
‘ COs 136 141 «1 
, Og 127 ' 186 - 
F OS = H 
0 CO, 128 ’ 172 {,9 
» O. 235 182 a: 
( rs es 0.0 rs 3.3 
, CO, 261 : 176 
7 Oo 183 05 216 (515) 9,5 (3,0) 


CO, 182 


190 (500) 
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Verteilung des Cholesterins zwischen Blutkérperchen und Plasma. 


Aus ihr ersieht man, daB die Blutkérperchen in dem mit CO, 


vesittigten Blut durchaus weniger Cholesterin enthalten als jene im 
kiinstlich arterialisierten Blute, und daB der Unterschied im Cholesterin- 
vehalt den mittleren Bestimmungsfehler entschieden iibertrifft.Be- 
riicksichtigt man jedoch, daB die Blutkérperchen unter dem EinfluB 
der Kohlensiure Wasser aufnehmen, so entpuppt sich diese Abnahme 
im Cholesteringehalt als eine bloB scheinbare. Im Versuch 7 wurde 
iuch eine Trockengewichtsbestimmung ausgefiihrt und die auf das 
frockengewicht bezogenen Cholesterinwerte in Klammern angefiihrt. 
Es ist zu sehen, daB der tatsichliche Unterschied im Cholesteringehalt 
den mittleren Bestimmungsfehler nur eben iibersteigt. 

Was nun das Blutplasma anbetrifft, so sieht man, daB in der Mehr- 
zahl der Bestimmungen die Cholesterinwerte im O,- und CQ,-Plasma 
identisch sind. Nennenswerte Unterschiede ergaben nur die Versuche | 
und 6. Hier handelt es sich jedoch um sehr hohe Cholesterinwerte, 
bei 6. mit sichtbarer milchiger Triibung des Plasmas. 

Meine Bestimmungen sprechen daher gegen die Bedeutung der 
Blutgase fiir die Verteilung des Cholesterins zwischen den Blutkérperchen 
und dem Plasma, namentlich wenn wir uns vor Augen halten, dab 
in diesen Versuchen die natiirlichen Unterschiede im Gasgehalt des 
arteriellen und vendsen Blutes weit itibertrieben wurden. 


Zusammenfassung. 

Ein Unterschied im Cholesteringehalt des Plasmas des vorher 
kiinstlich mit Sauerstoff bzw. Kohlensiéiure gesittigten Blutes konnte 
nur in Fallen von Laktamie festgestellt werden. Das Cholesterindefizit 
in den Blutkérperchen des mit CO, gesiattigten Blutes ist nur ein 
scheinbares, bedingt durch Quellung der Blutkérperchen. 
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Fermente und Blutgruppen. L.' 


Von 
F. Schiff und G. Weiler. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses im 
Friedrichshain, Berlin.) 


(Eingegangen am 1. April 1931.) 


I. Das Verhalten yon Fermentpriparaten (Pepsin und Trypsin). 


Die Blutgruppenunterschiede des Menschen beruhen offenbar auf 
der Anwesenheit besonderer chemisch- oder doch zumindestens stereo- 
chemisch verschiedener Substanzen. Biochemische Untersuchungen iibe: 
diese ,, Blutgruppensubstanzen™ lieben sich nur schwer durchfiihren, so 
lange manals Kriterium auf ihre Anwesenheit die spezifische Agglutinatior 
der Erythrocyten heranzog. Es bedeutet einen prinzipiellen Fortschritt 
daB heute auch der serologische Nachweis geldster Gruppensubstanzen 
moglich ist. Die Grundlage fiir den Nachweis bildet die Beobachtung 
Landsteiners?, da®B ein UberschuB8 von geléstem Antigen serologische 
Reaktionen spezifisch hemmt. Landsteiner hat diese Tatsache in seinen 
Untersuchungen tiber die chemische Natur der Antigene, mit gréBtem 
Erfolg zum Nachweis serologischer Spezifitaten benutzt, und zwar vor 
allem unter Heranziehung der Prazipitinprobe. Fir den Nachweis der 
Gruppensubstanzen kann das gleiche Prinzip der UberschuBhemmung 
auch auf die Agglutination und die Hamolysereaktion tibertragen 
werden. Auf diese Weise lieB sich in den letzten Jahren die gruppen 
spezifische Differenzierung von Organen und Korperfliissigkeiten nach 
weisen. Fiir die hier mitzuteilenden Versuche haben wir in erster Linie 
die Himolysehemmungsreaktion benutzt, und zwar nach dem Vorgang 
von Brahn und Schiff die Hemmung des A-spezifischen Schafhamolysins 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 

2 Fiir die in dem Einleitungsabschnitt genannten Autoren finden sic! 
genaue Literaturangaben bei Schi//, Cher die gruppenspezifischen Substanze: 
des menschlichen Kérpers. Jena 1931. 
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|. h. eines Schafbluthimolysins, welches durch Immunisierung von 
Kaninchen mit menschlichem Material (im allgemeinen Erythrocyten) 
ler Blutgruppe A gewonnen wird. Dieses Schafhamolysin wird durch 
menschliche Erythrocyten nur dann adsorbiert, wenn sie die Gruppen- 
eigenschaft A besitzen, und entsprechend tritt auch eine Haimolyse- 
hemmung durch menschliche Korperfliissigkeiten, z. B. Speichel, Magen- 
saft, Harn, nur dann auf, wenn das Material von Personen der Blut- 
gruppen A oder AB herrihrt. 

Man kann also mit Hilfe des A-spezifischen Schafhaimolysins beim 
Menschen die Diagnose auf die A-Eigenschaft stellen, man weist aber 
natirlich mit diesem Verfahren nicht etwa die A-Eigenschaft schlechthin 
nach, sondern jene beim Menschen nur in der A- bzw. A B-Gruppe auf- 
tretenden Rezeptoren, die sich auch beim Schaf vorfinden. Wir sprechen 
deshalb von dem ,,Schafanteil der A-Substanz**. Diesen Schafanteil 
einfach mit dem Forssmanschen Antigen zu identifizieren und seinen 
\-Charakter zu leugnen, wie es in der Literatur, vor allem der russischen 
nicht selten geschieht, halten wir fiir unberechtigt. Schiff und Adels- 
berger haben diesen Schafanteil als Partialrezeptor des Forssmanschen 
\ntigens bezeichnet und damit zum Ausdruck gebracht, daB er auch 
in Organen der Forssmanschen Reihe (Bails Meerschweinchentypus) 
vorkommt. Mehr als diese tatsichliche Feststellung sollte damit nicht 
ausgedrickt werden, insbesondere konnte damit noch nichts dariiber 
ausgesagt werden, welche Stellung dem Partialrezeptor bei einer spateren 
weitergehenden Analyse des Forssmanschen Antigens zukommen wiirde. 

Seither hat sich gezeigt, daB dem Rezeptor A, so haben Schiff 
und Adelsberger den Schafanteil der A-Gruppe kurz bezeichnet 
sowohl gegeniiber dem menschlichen A wie gegeniiber dem Forssman- 
schen Antigen eine gewisse Selbstandigkeit zuakommt. Ein Rezeptor A, 
fand sich bei manchen S¢hweinen und Rindern im Blut (Schif/, Witebsky 
und Okabe), er wurde im Speichel mancher Pferde gefunden (Brahn 
und Schiff) (das Pferd gehért zur Forssmanschen Reihe, iiber das Ver- 
halten des Speichels ist aber wenig bekannt) und er wurde auch im 
kauflichen Pepton (Pepton-Witte und Pepton-Chapoteaut) nachgewiesen 
Brahn und Schiff). Die genannten Peptonpraparate gaben noch in 
starken Verdiinnungen, z. B. 1: l0000, eine A-spezifische Hamolyse- 
hemmungsreaktion, wahrend die Immunhamolyse von Schafblut durch 
Schafblutimmunserum oder auch durch Forssmansches Antiserum nicht 
beeintrachtigt wurde. Neuerdings haben wir untersucht, wie sich die 
Fermentpraparate Pepsin und Trypsin verhalten. Hierzu veranlaBte 
uns die Feststellung, daB die menschliche Magenwand, insbesondere 
die Magenschleimhaut, durch einen ganz ungewohnlich hohen Gehalt 
an Gruppensubstanz ausgezeichnet ist: es schien deshalb von Interesse, 


auch Praparate aus tierischem Magen zu untersuchen. Dal speziell 
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im Pepsin und Trypsin Stoffe enthalten sein kénnten, welche in div 
gleiche Kategorie gehéren wie die menschlichen Blutgruppensubstanzen 
darauf wies eine Beobachtung von M. Jacoby} hin. Nach Jacoby hemme: 
nimlich Extrakte aus der Magenschleimhaut des Schweins die hamo 
lytische Wirkung des Crotins auf Kaninchenblutkérperchen. Nac 
unseren seitherigen Erfahrungen liegt die Vermutung nahe, daB dik 
gleichen Stoffe (,,Rezeptoren*), welche in den Kaninchenblutkérperchen 
den Angriffspunkt fiir das Crotin bilden, als ,,Antihamolysine*™ auc! 
in der Magenschleimhaut des Schweins vorhanden sind. 

Es wiirde hier eine Rezeptorengemeinschaft vorliegen, wie sie 
seitdem wir das Forssmansche Antigen kennen, nichts Ungewohnliches 
mehr hatte. Das von Jacoby gefundene ,,Antilysin’* hat mit den mensch 
lichen Gruppensubstanzen und dem Forssmanschen Antigen die Koch 


bestaindigkeit gemeinsam: es fand sich auch im kauflichen Pepsin sowie 


in der Diinndarmschleimhaut des Schweins, dagegen wurde es im Trypsin 
nicht nachgewiesen (F. A. Lust?). 

Zu unseren Versuchen benutzten wir ein als ,,Pepsin D. A. B. 6. 
bezeichnetes Praparat von Dr. Struve und Soltmann. 0,5 g wurden in 
10,0cem 0,9°%,iger Kochsalzlésung zu lésen versucht. Die Lésung 
wurde fiir 10 Minuten im Dampftopf auf 100° erhitzt und nach dem 
Erkalten filtriert. Das Verhalten der Lésung gegeniiber verschiedenen 
Immunhamolysinen zeigt Versuch 1. 


Versuch 1. 

Einflu8B von Pepsinzusatz auf die Schafbluthamolyse durch 
verschiedene Immunsera. 
Pepsinverdiinnungen: fallende Mengen einer 5°, igen Lésung. 

Immunsera:K,, (Kaninchen, vorbehandelt mit Menschenerythrocyten, 
Gruppe A.); HKA (Kaninchen, vorbehandelt mit Schafbluterythrocyten) ; 
K,;, (Kaninchen, vorbehandelt mit Meerschweinchenniere); K, (Kaninchen, 
vorbehandeit mit Shiga-Kruse-Bazillen). 

Die Immunsera werden in der jeweils nach 20 bis 37° eben komplett 
lésenden Dosis verwendet. Diese betrug fiir: 


Deaes se. « =» = ORR oom 
BEA... «rs « OCR 
et. +. 4..« 0. «. « Oe 
aad St ee Se 


Es wurden nacheinander eingefiillt: Pepsinverdtinnung, Immun 
serumverdiinnung, gewaschene Hammelblutkérperchen 5°, 0,25 ccm, 
Normalmeerschweinchenserum 0,025 cem, Gesamtvolumen 2,0 cem, Brut 


schrank 37°. Ablesung der Hamolyse nach 20 Minuten. 


1 Hofmeisters Beitr. 4, H. 5/6. 1903. 
2 Ebendaselbst 6, H. 3/4. 1904. 
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K; HKA K54 K; 
0.2 0 komplett fast komplett komplett 
01 0 ‘ kom plett 

0.05 0 7 

0,025 0 “ a “ 
0,015 0 ” - 

0,01 it . 

0,005 0 - ” 
0,0025 0 - 

0.0015 0 ‘ 

0,001 0 “ 
0.0005 fast 0 ” 

0.000 25 mibig a. n 

0.00015 stark “ * ” 
0.0001 . ” ” 

0.090005 kom plett ” ” 


Das Pepsin hat noch in starken Verdiinnungen die Schafblut- 
hamolyse durch das A-[mmunserum verhindert, dagegen in recht hohen 
Konzentrationen die Hamolyse von Schafblut durch ein homologes 
Schafblutimmunserum nicht beeinfluBt. Ebenso sind auch zwei ver- 
schiedenartige heterogenetische Schafbluthamolysine, namlich ein 
Immunserum gegen Meerschweinchenniere, also ein echtes Forssman - 
sches Antiserum, und ein Immunserum gegen Shiga-Kruse-Bazillen, nicht 
beeinfluBt worden. 

Die eben noch wirksame Menge der Pepsinlésung entspricht einem 
Ausgangsmaterial von 0,000005 g, eine fast absolute Hemmungswirkung 
wurde noch durch 0,000025 g Pepsin hervorgerufen. Unser Pepsin- 
praparat enthalt also den ,,Schafanteil’* der A-Substanz. 

b) Versuche mit Trypsin (zur Verwendung kam Trypsin Merck). 
Eine 5°,ige Lésung wurde in gleicher Weise wie oben beim Pepsin 
angegeben hergestellt. Den EinfluB auf die verschiedenen Hamolysine 
zeigt der folgende Versuch 2. 

Unser Trypsinpraparat hat also das A-spezifische Schafhamolysin 
ebenfalls gehemmt, allerdings sind zur Hemmungswirkung wesentlich 
héhere Mengen erforderlich gewesen als beim Pepsin. 

Bei den anderen zum Vergleich herangezogenen schafhamolytischen 
Immunsera wurde selbst in der hohen Dosis 0,1 ccm die Hamolyse nicht 
beeinfluBt. Nur das sehr groBe Quantum 0,2 ccm hat die Hamolyse 
mehr oder weniger verz6gert. Ob hier noch irgendwelche spezifischen 
Faktoren beteiligt sind, wollen wir dahingestellt sein lassen. Bei 
Beriicksichtigung der quantitativen Verhaltnisse muB jedenfalls die 
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) 


Versuch 2. 


Haémolytische Immunsera wie oben. Schafbluthamolyse durch Immunser: 





Verdiinnangen kK; HKA ‘a K 

der 5° ,igen Antigen Schafblut- Meerschweinchen- Shiga- Kir - 
lrypsin- Menschenblut- ki — on ae ae : ‘Ba: i _ 
losungen kirperchen A — ones ——— 
0.2 0 stark schwach fast komplett 
0,1 0 komplett kom plett kom plett 
0,05 0 3 Z 
0,025 0 © - “ 
0,015 0 = " > 
0,01" 0 e ss fe 
0,005 0 a 
0,002 5 fast 0 . id vi 
0.0015 stark “s “ ” 
O00] es = - pa 
0.0005 kom plett - * 


Hemmungswirkung des Trypsins als spezifisch fir die A-Reaktio1 
(A,-Reaktion) angesehen werden. 

Die Hemmungswirkung der Pepsin- und Trypsinpraparate hat 
offenbar mit ihrem Fermentgehalt nichts zu tun. Es war bereits friihet 
festgestellt worden, daB die menschlichen Gruppensubstanzen und 
speziell auch der Rezeptor A, von Pepsin und Trypsin nicht angegriffen 
werden. Dagegen scheint es uns im Hinblick auf die Bedeutung des 
Magens bei der pernizidsen Anamie bemerkenswert, daB gerade in de: 
Magenschleimhaut in besonders groBen Mengen Stoffe (,,Rezeptoren’ 
vorkommen, die wir bisher in erster Linie als Erythrocytenbestandteile 
kannten. 

Diese etwaigen Beziehungen weiter zu verfolgen, mu spateren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

DaB die hemmenden Substanzen (Rezeptoren) etwa mit derjenige: 
Substanz, deren Verfiitterung die pernizidse Andmie heilt, identisch: 
sein kénnten, ist schon mit Riicksicht auf die Kochbestandigkeit de: 
Xezeptoren abzulehnen. 

Dagegen kénnten die A,-Rezeptoren wenigstens in die gleich 
Kategorie gehéren wie der von Jacoby gefundene Hemmungsstoff 
welcher die Hamolyse von Kaninchenblut durch Crotin aufhebt. Diese: 
Stoff wurde allerdings im Trypsin vermiBt. 


11. Cher den Abbau der Gruppensubstanz. 


Die Blutgruppenstoffe — das gilt fiir das menschliche A und B 
sind gegen auBere Einwirkungen recht widerstandsfahig. Sie vertrage: 
vielstiindiges Kochen sowie die Einwirkung starker Alkalien und Sauren 
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beim Kochen in stark alkalischer Lésung gehen sie allerdings zugrunde. 


Von Pepsin und Trypsin werden sie, wie schon erwahnt, nicht angegriffen, 
ebensowenig auch durch Hefe. Speziell fiir die Substanz A, aus Pepton, 
iuBerdem aber auch fiir die A-Substanz aus Speichel und Magensaft 
les Menschen haben wir auch das Verhalten gegeniiber Bakterien 
intersucht. Die Versuchstechnik ist besonders einfach beim Pepton, 
la die Nahrbouillon selber, sofern sie Pepton enthalt, ein A-haltiges 
Material darstellt. Verschiedene Priparate von Pepton-Witte und 
Pepton-Chapoteau gaben die Reaktion regelmaBig, wenn auch mit 
quantitativen Unterschieden. In Nahrbouillon nach Auczynski war 


sie héchstens angedeutet. 


Man braucht also nur Bouillonréhrehen mit den zu untersuchenden 
Keimen zu beimpfen. Am nachsten Tage oder auch nach langerer 
sebriitungszeit wird dann das Hamolysehemmungsvermégen der be- 
wachsenen und einer unbeimpften Bouillon gepriift. Um eine Beein- 
flussung des Hamoly-eversuches durch lebende Keime auszuschalten, 
haben wir die bewachsene Bouillon nach AbschluB der Bebriitung 
zunachst 30 Minuten in den Dampftopf gebracht. Auf eine Wiedergabe 
der einzelnen Versuche kann verzichtet werden, da sie samtlich negativ 
ausfielen. Niemals war ein Verschwinden oder auch nur eine Abnahme 
der die A-spezifische Himolyse hemmenden Substanz zu beobachten. 
Untersucht wurden zahlreiche Bakterienarten, von Aerobieren Bac. 
pyocyaneus, gegen 20 Stamme des Bacterium coli, Bact. Proteus 
vulgaris, Bact. Proteus Weil-Felix X 19 in der H-Form und O-Form, 
Typhus-Paratyphus-B-Bazillen, Bact. entericidis Breslau und Gartner, 
Staphylococcen, Streptococcen, Bac. prodigiosus, Enterococcen in zahl- 
reichen Stammen, Bac. subtilis, sowie eine Reihe nicht benannter 
Saprophyten aus der Luft, ferner auch die gesamten Plattenaussaaten 
aus Fazes und aus Marktmilch ohne Isolierung der einzelnen Keimarten. 
Von Anaerobieren wurden einige mir durch Herrn Dr. Fortner (Institut 
tobert Koch) freundlichst zur Verfiigung gestellte Stémme mit dem 
gleichen negativen Ergebnis gepriift: so Frdnkelsche Gasbazillen, 
sacillus putrificus Bienstock, Bac. tetani, ein stark eiweibabbauender 
Bac. botulinus sowie der Bac. histolyticus von Weinberg-Segouin. 
AuBerdem wurden zahlreiche Leberbouillonréhrchen untersucht. welche 
mit anaerobenhaltigem, klinischem Material, insbesondere Eiter ver- 
schiedener Herkunft sowie mit Fazes zum Teil nach einstiindigem Er- 
hitzen auf 60° beimpft waren. Alle diese Keime haben selbst nach 
l4tagiger Bebriittung den Gehalt an A, nicht herabgesetzt. 


Entsprechende Versuche wurden, wenn auch in geringerem Um- 
fang, auch mit menschlichem A-haltigen Material angesetzt, stets mit 
dem gleichen negativen Ergebnis. 
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Angesichts der Widerstandsfahigkeit der Gruppensubstanz war e- 
nun von besonderem Interesse, daB bestimmte Kérperprodukte, namlic! 
wie Schiff und Akane! in anderem Zusammenhang bereits kurz mit 
geteilt haben, Fdzes und Speichel, die A-Substanz einschlieBlich des 
Rezeptors A, schnell zu zerstéren vermégen. Da konkrete Versuch: 
fiir dieses Verhalten von Schiff und Akune noch nicht mitgeteilt wurden 
so sei hier naher darauf eingegangen. 

Wir bringen zunachst Versuche mit Aufschwemmungen aus 
normalem Menschenkot. Eine kirschgroBe Menge wurde in der Reib- 
schale mit etwa der zwei- bis fiinffachen Menge physiologischer Koch- 
salzlésung angertihrt, die Aufschwemmung wurde durch Mull durch 
geseiht und alsdann zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit diente 
zu den Versuchen. Sie kann zum mindesten 14 Tage im Eisschrank 
aufbewahrt werden, ohne dab die zerstérende Fahigkeit verlorengehen 
muB. Im allgemeinen haben wir jedoch frische oder héchstens wenige 
Tage alte Aufschwemmungen verwendet. Zur Herstellung der Auf- 
schwemmung haben wir frisch abgesetzte Fazes benutzt. Wirksame 
Aufschwemmungen erhalt man aber auch bei Fazes, die mehrere Tage 
aufbewahrt wurden. Aus dem Bodensatz, der nach dem Zentrifugieren 
der Aufschwemmung erhalten wird, laBt sich durch erneutes Ausziehen 
mit physiologischer Kochsalzlésung wiederum eine wirksame Fliissigkeit 
gewinnen, jedoch steht der zweite Auszug quantitativ dem ersten 
deutlich nach. Die Blutgruppenzugehérigkeit der Person, von der die 
Fazes herriihren, ist, soweit wir bisher sehen, ohne EinfluB. Wir haben 
wirksame Praparate in gleicher Weise von Personen der Gruppen O, 
A und B erhalten. Auch fiir quantitative durch die Blutgruppen- 
zugehorigkeit bedingte Unterschiede geben unsere bisherigen Versuche 
keinen Anhaltspunkt. 

Versuch 3. 
EinfluB einer Stuhlaufschwemmung auf die Himolysehemmung 
durch Pepton. 

Fazes Zip. (Blutgruppe A). 10.0 g werden mit 25,0 cem 0,9°,iger 
Kochsalzlésung verrieben. 

Als A-haltiges Material dient eine 0,5°,ige Lésung von Witte-Pepton, 
die aus einer sterilen, kiihl aufbewahrten 10°,igen Stammlésung jedesmal 
frisch hergestellt wird. Zu je 1 cem der verdiinnten Stuhlaufschwemmung 
kommt jedesmal 1,0 cem der 0,5°,igen Peptonlésung. Die Gemische werden 
bei 37° bebriitet. Nach 20 Stunden werden die Réhrchen aus dem Brut- 
schrank genommen und 10 Minuten in den Dampftopf gestellt. (Diese 
Erhitzung auf 100°, die die Ausschaltung lebender Bakterien und die Unter- 
brechung der Stuhleinwirkung bezweckt, ist fiir die meisten Versuche 
nicht unbedingt erforderlich.) 


! Miinch. med. Wochenschr. 1931, S. 657. 
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Hiimolyse von Schafblut 5°/9ig durch A-spezifisches 


Menge der Stuhlaufschwemmung Immunserum K;» 0,0001 nach 20 Min. in Gegenwart 
von Pepton 0,0005 + Stuhlaufschwemmung in den 
ecm links angegebenen Dosen 
0,1 komplett 
0.5 ” 
0.01 ee 
0,001 e 
0,000 5 . 
0,000 25 fast komplett 
0,000 15 stark 
0,000 1 
Kontrollen: 1. Pepton 0,0005 + Immunserum K,, + Schafblutkérper- 
chen + Meerschweinchenserum: keine Spur Hamolyse nach 2 Stunden, 37°. 
2. Immunserum K,, + Schafblutkérperchen + Meerschweinchenserum : 


Hamolyse nach 20 Minuten komplett. 


Es hat also eine Stuhlaufschwemmung, die 0,0002 frischem Stuhl 
entspricht, bei 20stiindiger Einwirkung die Hemmungswirkung des 
Peptons vollstandig aufgehoben. DaB es sich hierbei um den Abbau 
erheblicher Mengen des Rezeptors A, handelt, zeigt die Auswertung 
der Peptonlésung. 

Versuch 4. 
Bestimmung der kleinsten die A-spezifische Schafhamolyse 
hemmenden Peptonmenge. 

Immunserum K,9. Kleinste nach 20 Minuten komplett lésende Serum 
menge 0,0001 als Gebrauchsdosis. 

5°,ige Aufschw. gewaschener Hammelblutkérperchen 0,25 ccm. 

Normalmeerschweinchenserum 0,025 cem als Komplement. Ablesung 
der Hamolyse nach 20 Minuten, 37°. 





Peptonmengen Himolyse Peptonmengon Himelyse 
0.0005 0 0.00005 miabig 
0.0090 25 0 0,000 025 stark 
0,00915 0 0.000015 komplett 
0.0901 fast 0 0.00901 Pa 


Die Einwirkung der Stuhlaufschwemmung ist nach 20stiindiger 
Bebriitung noch nicht abgeschlossen. Die Dosen, die bei Priifung nach 
dieser Zeit die Peptonwirkung nicht oder nur unvollstandig aufgehoben 
hatten, zeigen in den nachsten Tagen oft noch eine deutliche Wirkung 

Man muB also Material, von dem eine abbauende Fahigkeit ver- 
mutet wird, langere Zeit mit der Gruppensubstanz in Kontakt lassen. 


Andererseits aber tritt die zerst6rende Wirkung bei hochwirksamem 
Material schon sehr schnell auf, wie der folgende Versuch zeigt. 
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Versuch 5. 
Authebung der A-spezifischen Peptonwirkung durch kurz- 
dauernden Kontakt mit Stuhlaufschwemmungim Wasserbad 


(4. If.) 





Menge der 

Stublauf- Zeit der Einwirkung der Stuhlaufschwemmung 
schwemmung 

Stuhl Zip. 

vom 26. I 


15 Min 30 Min 60 Min. 120 Min. 
cem 
0,1 mabig fast komplett komplett kom plett 
0,05 a mabig fast komplett ‘a 
0,025 fast O is stark F 
0,015 0 m= 
0.01 0 fast O mabig . 
0,005 0) ‘s fast komplett 


Immunserum K, 5. Kleinste nach 20 Minuten komplett lésende Dos 
0,000 15 com als Gebrauchsdosis; Versuchsanordnung siehe Versuch 1. 


Worauf beruht nun die zerstérende Wirkung der Stuh! 
aufschwemmung? Handelt es sich um ein kérpereigenes Agens ode: 
liegt eine Bakterienwirkung vor? Das letztere erschien uns zunachst 
wahrscheinlicher, und gerade um diese Frage zu priifen, wurden dis 


oben besprochenen zahlreichen Versuche iiber den EinfluB von Bakterien 


angestellt. Diese Versuche, bei denen speziell die Darmflora beriick 


sichtigt wurde, haben keinen Anhaltspunkt dafiir geliefert, daB Bakterien 


an der Reaktion beteiligt sind. Eine endgiiltige Entscheidung de: 
Frage erwarteten wir von Filtrationsversuchen. Wir filtrierten Stuh! 


aufschwemmungen durch Seitz-Filter und durch Berkefeld-Kerzen. Zu 


unserer Verwunderung erwiesen sich in den ersten Versuchen die Filtrat: 
als glatt unwirksam. Spater wurden aber mehrfach wirksame, wem 
auch abgeschwachte sterile Filtrate erhalten. Offenbar wird das wirk 
same Agens bei der Filtration adsorbiert, oder auch deshalb zuriick 
gehalten, weil die Stuhlaufschwemmung das Filter stark verstopft 
Die wirksamen Filtrate wurden am ehesten dann erhalten, wenn dir 
Stuhlaufschwemmung einer Vorfiltration durch Papierfilter oder auc! 
durch Kieselgurpapier unterworfen war. Uber den Grad der Abschwi 
chung gibt der folgende Versuch AufschluB. 


Versuch 6. 
EinfluS der Filtration auf die Wirksamkeit der Stuhlauf- 


schwemmung. 


Stuhlaufschwemmung vom 6. Februar 1931, im Frigidaire aufbewahrt 
Versuch vom 11. Februar. Die Stuhlaufschwemmung wird mit physioloyg 
scher Kochsalzlésung aa verdiinnt. Ein Teil wird durch Seitz-Filter geschickt 
Priifung des Hemmungsvermégens: 
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a) der unfiltrierten Aufschwemmung. 
b) des Filtrats. 
ad 0,1 cem von a) und 0,1 und 0,5 cem von b) werden in der gewéhnlichen 
\Weise mit Peptonlésung 20 Stunden bebrtitet (siehe Versuch 1). Danach 
——. werden die drei Réhrchen a und 6, und 6, 10 Minuten in den Dampftopf 
vestellt. Priifung der Hamolysehemmung. 


Schafbluthamolyse mit Immunserum K,, 0,0002 ccm. 


L. Ablesung nach... . . . 20 Minuten 60 Minuten 
@) O,lcom ...... . ». Komplett komplett 
tt o) Ot’... oe ek a we 
bs) _* fae ig Ee a. ee ee komplett 


Kleinste lésende Dosis der unfiltrierten Aufschwemmung: 


Ablesung nach 20 Minuten ...... Ol com 


plett a . 60 0.0025 


_ Das wirksame Prinzip wird durch Kochen zerstért:; einstiindiges 
Erwarmen auf 56° schwacht das Agens nicht ab. Erhitzen auf 60° 
eenht- wird fast ohne Schadigung vertragen: dagegen war nach 15 Minuten 
ode: langem Erhitzen auf 65° die Wirkung geschwunden. 
achst Das Verhalten des Agens spricht dafiir, daB es sich um ein im Darm 
n die auftretendes Ferment handelt, das vom Kérper selbst gebildet wird. 
erie! Die weitere Méglichkeit, daB das Ferment ex ingestis stammt, ' 
riick darf wohl abgelehnt werden, da das Ferment ja den Magen passieren 
erien miiBbte, dort aber bei der sauren Reaktion zugrunde gehen wiirde (vgl. 
z det Schiff und Akune). Gegen diese Annahme spricht auch, daB wir das 
tuhl gleiche Agens auBerhalb des Verdauungskanals gefunden haben (s. unten) 
Zi Die Wirksamkeit des Agens beschrankt sich nicht auf den Rezeptor A,. 
trats Ks werden vielmehr auch die Gruppensubstanzen A und B, soweit 
wen! sie durch Hemmung der Isoagglutination nachweisbar sind, abgebaut. 
wirk Kin Beispiel fiir die Gruppensubstanz B aus menschlichem Speichel 
riick gibt der folgende Versuch. 
optt , 
Versuch 7. 
n di 
auc! Einflu8 der Stuhlaufschwemmung auf die Gruppensubstanz. 
hwii Aufhebung der spezifischen Hemmungswirkung eines Speichels der 
Gruppe B durch Kontakt mit Stuhlaufschwemmung. 
Stuhlaufschwemmung Gr. 0 vom 6. Februar 0,01 cem. Der Speichel 
wurde vor Verwendung zum Versuch 10 Minuten auf 100° erhitzt. 
1. B-Speichel 0,2 cem + physiologische Kochsalzlésung ad 2,0 ccm. 
 - 2. B-Speichel 0,4 cem + Stuhlaufschwemmung 0,1 cem + physiologische 
Kochsalzlésung ad 2,0 cem; vor der Agglutinationsprobe wurde aa mit 
— NaCl verdiinnt, 20 Stunden 37°. Priifung auf B-Gehalt durch Zusatz | 
a fallender Mengen der zu priifenden Lésungen zu einem Isoagglutinin Anti-B 
sick Serum 0 1/,, 0,1 cem). Zudem Gemisch werden hinzugefiigt 0.1 cem einer 
2°,igen Aufschwemmung von Blutkérperchen der Gruppe B. 
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Speichel- Speichel- 


verdiinnungen . 2 verdiinnungen . . 
1/10 _ + 1/160 - +++ 
1/20 _ ++ 1/320 — +++ 
1/40 = = ite i 1/640 — Se ee 
1/80 +++ 
Kontrolle: Serum Anti-B '/., 0,1 ecem + Blutkérperchenaufschwen 
mung B 0,1 cem + physiologische Kochsalzlésung 0,1 cem : 


Das Agens kommt nicht allein im Stuhl vor. Schiff und Akun: 
haben schon erwahnt, daB auch der menschliche Speichel die Eige: 
schaft hat, die Gruppensubstanz zu zerstéren. Stellt man also Speiche! 
der Gruppe A in den Brutschrank, so ist nach ausreichend langer Be 
britung die Gruppeneigenschaft nicht mehr nachzuweisen. In de 

tegel ist der Schwund schon nach 20stiindigem Brutschrankaufenthalt 
volilstandig. Da der Speichel im allgemeinen reich an Gruppensubstanz 
ist, so wurden also von dem Agens in relativ kurzer Zeit recht grobe 
Mengen abgebaut. Der Abbau unterbleibt, wenn das Agens durch ge- 
eignetes Erhitzen, z. B. 5 Minuten auf 100°, zerstért wurde. Dann behalt 
der Speichel noch nach wochenlangem Brutschrankaufenthalt seine 
Gruppeneigenschaft unverandert, d. h. auch ohne quantitativen Verlust 

Setzt man zu dem durch Kochen stabilisierten Speichel frischen 
Speichel der gleichen oder einer anderen Gruppe hinzu, so geht de: 
Abbau in der gleichen Weise vor sich, wie wenn der frische Speichel 
ohne Zusatz bebriitet wird. 

Uber das Vorkommen des Agens in Blut und Eiter und verschiedenen 
Organen sind unsere Untersuchungen noch nicht abgeschlossen. Bishe 
haben wir eine sichere Abbauwirkung speziell von Erythrocyten und 
Blutserum noch nicht beobachtet; es sind aber noch weitere Versuche 
zur Sicherung der Ergebnisse notwendig. Um eine schwache Abbau- 
wirkung festzustellen, bedarf es besonderer VorsichtsmaBregeln, so det 
Ausdehnung der Bebriitungszeit und der Verwendung kleiner Dosen 
abbaufahiger Gruppenstoffe. 

Eine sichere Abbauwirkung fanden wir in der Placenta. Es wurden 
Stiicke von drei verschiedenen Placenten mit Quarzsand verrieben und 
mit physiologischer Kochsalzlésung extrahiert. Zu je 1,0cem der 
Extrakte wurde in der iiblichen Weise Peptonlésung zugefiigt. Ver- 
such 8 zeigt das Ergebnis bei Priifung nach ein- und mehrtagiger Be- 
briitung. 

Versuch 8. 


Zerstérung der A-Substanz aus Pepton durch Placentaextrakte 
Placentaextrakte Nr. 1, 2 und 3. 

Hemmung der A-spezifischen Schafbluthéimolyse (Immunserum K,», 
0,000 15 cem) durch: 
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Dauer der 


——— 7. Pepton + Extrakt Pepton + Extrakt Pepton + Extrakt 
extrakte Lisung Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
Std 
24 0 0 mabig—stark 0 
48 0 stark fast komplett stark 
72 0 komplett komplett komplett 


Kontrollen: Placentaextrakte in entsprechenden Mengen nach gleich- 
langer Bebritung wirken nicht hamolytisch. 


Das Verhalten der Placenta ist im Hinblick auf die wechselnden 
Angaben der Literatur tiber die Gruppendifferenzierung der Placenta 
von Interesse. Von O6cttingen und Witebsky haben eine Gruppen- 
differenzierung der Placenta vermibt. Schiff hat mit der Hamolyse- 
hemmungsmethode die A-Eigenschaft bzw. wenigstens den Rezeptor A, 
gefunden. Da die Nachweismethode von Schiff empfindlicher war 
als die friiher angewendeten Untersuchungsverfahren, so bestand 
zwischen den Angaben kein unléslicher Widerspruch. Es erscheint 
aber, nachdem jetzt das Vorkommen des gruppenzerstérenden Agens 
in der Placenta festgestellt wurde, sehr wohl méglich, daB nicht jede 
Placenta gruppenspezifisch differenziert ist. Es ist méglich, daB die 
Zerstorung bei Aufbewahrung der Placenta fortschreitet, es kénnte 
aber die Zerstérung auch in vivo stattfinden und so im Sinne von 
v. Oettingen und Witebsky einen Schutz der Frucht herbeifiihren. Jeden- 
falls erklart die Anwesenheit des Agens, warum der Gehalt an Gruppen- 
substanz so niedrig ist, da besondere Methoden zum Nachweis er- 


forderlich waren. 











Uber den Chlorgehalt des Blutes denervierter Gewebe. 


Von 
W. F. Sternberg. 


(Aus dem Hufeland-Hospital und dem Physiologischen Laboratorium de 
Deutschen Hochschule fiir Leibesiibungen. ) 


(Eingegangen am 1. April 1931.) 


Einleitung. 


In dieser Arbeit habe ich untersucht, ob das dem Kaninchenohr 
entnommene Venenblut einen veranderten Chlorgehalt aufweist, wen: 
das Ohr vorher denerviert worden ist. 

Diese Untersuchungen gingen von der Frage aus, welchen Einfluls 
die Denervation fiir die Chlorabsonderung des Magens haben kénnt« 
Dazu war es notwendig, vorerst festzustellen, ob die Denervation den 
Chlorgehalt des Blutes auch aus den Organen andert, bei denen eine 
Chlorabsonderung nicht stattfindet. 

Wahrend in der Literatur verschiedene Angaben dariiber vorliegen 
daB sich GefaBweite und Gewebschemismus denervierter Organe andern 
fehlen Untersuchungen, ob solche Anderungen auch die Beschaffenheit 
des durchflieBenden Blutes beeinflussen. 

Die GefaBe. deren Weite fiir den Gewebsstoffwechsel wichtig ist. sind 
nach sympathischer Denervation eher etwas weiter oder zeigen doch dix 
Neigung, sich auf verschiedene Ejingriffe hin leichter zu erweitern als bei 
erhaltener Innervation (1) (2). Andererseits berichten Leuvs und _ seins 
Mitarbeiter (3). da8B die Durchblutung der menschlichen Haut nach vol! 
standiger (sympathisch und sensibel) Denervation abnimmt. Die Temperatu: 
der so denervierten Haut war niedriger als die der normalen Haut. 

Veranderungen im Gewebschemismus nach der Denervation werde1 
von mehreren Autoren beschrieben. Magnus-Alsleben und Hoffmann (4) (5 
konnten bei Fréschen nach Injektion von Methylenblau Farbunterschied: 
in der denervierten Haut gegeniiber der normalen feststellen, die auf ve 
anderte Stoffwechselvorginge hinwiesen. Eine Veranderung im Kohler 
hydratstoffwechsel des sympathisch denervierten Muskels, namlich ein: 
Glykogenzunahme um iiber 30°,, finden Biittner, Wertheimer und Hof/- 
mann (6) (7). Der Stickstoffstoffwechsel scheint sich dagegen nicht z 
andern (8). Ebensowenig andert sich der Kaliumgehalt der Gewebe, wahrend 
der Calciumgehalt nach sympathischer Denervation etwas abnehme! 
soll (9). 
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Methode. Das auBere Kaninchenohr wird durch die beiden Auricular- 
.ven mit sensiblen Fasern versorgt. Die sympathischen Fasern aus 
m Ggl. stellatum verlaufen ebenfalls in diesen Nerven zum Ohr, wahrend 
e Fasern aus dem (gl. cervicale sup. teilweise auch mit dem Facialis 
rlaufen. Der Facialis gibt weiter Aste an die Ohrmuskulatur ab. Da 

Muskeln aber alle an der Basis des aduBeren Ohres liegen, kénnen wir 

motorische Innervation vernachlassigen. 

Um die sympathischen Fasern, die das auBere Ohr versorgen, zur 
Denervierung zu bringen, habe ich das obere Halsganglion entfernt und die 
eiden Auricularnerven durchschnitten Dieses in aseptischer Operation 
ach der von Feldberg (10) angegebenen Methode. Dadurch wird das Ohr 
: ympathisch und sensibel vollkommen denerviert (10) (11). 

Die Tiere wurden wahrend der ganzen Zeit gleich ernaéhrt. Sie er- 
hielten Hafer, Heu, frisches Gemiise und Wasser. 

Der Chlorgehalt des Blutes wurde entweder mit der makrochemischen 
Methode nach Whitehorn (12) oder mit der Mikromethode nach Pinkussen (13) 
estimmt. Zur Blutentnahme wurde eine gréBere Randvene des Ohres 

ieschnitten. Vorher wurde das Ohr durch Einreiben mit Xylol hyper- 
amisch gemacht. Fiir die Makromethode wurden 10, fiir die Mikromethode 
0.2cem Blut aus jedem Ohr entnommen. 


Versuchsergebnisse. 

Der Chlorgehalt im Blute bzw. im Plasma von nicht operierten 
Kaninchen war stets fiir die Blutproben des rechten und des linken 
Ohres der gleiche. Die Chlorwerte schwankten jedoch bei den einzelnen 
Tieren zwischen 3,22 und 3,611 (Mittelwert 3,555) mg-°,, mit der Makro- 
methode und zwischen 2,85 und 3,55 (Mittelwert 3,333) mg-°,, bei der 
Mikromethode. Beim einzelnen Tier konnte der Chlorgehalt um 
0.05 mg-°,, differieren, wenn an verschiedenen Tagen Proben ent- 
nommen wurden. Bei den meisten Tieren blieb der Chlorgehalt jedoch 
fiir mehrere Wochen konstant. Die Chlormengen waren unabhangig 
vom Geschlecht und Gewicht der Tiere. 

Nach mehrwochentlicher Beobachtung des Chlorgehalts im Blute 
wurde das Ohr einer Seite denerviert. Dabei zeigte sich, daB sich der 
Chlorgehalt weder sofort nach der Operation noch spater (bis zu 24 Tagen 
nach der Operation untersucht) anderte, sondern mit nahezu konstanter 
RegelmaBigkeit auf beiden Seiten gleich blieb. Nur bei zwei Tieren 
nahmen die Chlorwerte auf der denervierten Seite an einem Tage um 
0,05 mg-°, zu. 

Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Werte fiir den Chlorgehalt des aus den Ohrnerven des Kanin- 
chens entnommenen Blutes entsprechen den von anderen Autoren ge- 
fundenen Werten. Morawitz (14) fand z. B. im Serum verschiedener 
Haustiere einen Chlorgehalt von 3,627 bis 5,17 mg-°,, und Abder- 
halden (15) erhielt bei Kaninchen Werte von 2.898 bis 388 mg-° 


Morawitz konnte bereits zeigen, daB der Salzgehalt bei denselben Indi- 
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viduen unter normalen Verhaltnissen recht konstant ist. Das konnte 


ich fiir den Chlorgehalt des Kaninchenplasmas bestatigen. 
Der Chlorgehalt des Blutes wird nicht veraindert, wenn das Blut 


aus dem denervierten Ohr entnommen wird. Finden wir daher, dai; 


sich die Chlorwerte des Blutes, das aus den Magenvenen entnomm« 

wird, andert, wenn der Magen denerviert ist, so kann diese Anderung 
nicht als Folge einer allgemeinen Gewebsstoffwechsel-Anderung dene 

vierter Organe angesehen werden, sondern muB mit der spezifische 

chlorabsondernden Eigenschaft der Magenschleimhaut zusammer 

hangen. 


Herrn Dr. Boenheim (Hufeland-Hospital) danke ich fiir die Uber 
lassung des Themas und den Herren Prof. E. Schilf und Privatdozent 
Dr. Feldberg fiir die freundliche Hilfe bei Ausfiihrung der Arbeit. 
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177, Mit 2 Abbildungen im Text. 
nus 
+ 105, Kollath hat kiirzlich beschrieben!, daB bei einer synthetischen 
mn ‘ es ° , - r + ae r: ° . 
arn Diat mit ErdnuBdl ohne Zugabe wasserléslicher Vitamine junge, wach- 
6. sende Ratten an Skorbut erkranken, und da bei der gleichen Diat 
7. nach Zulage von alkalischem Hamatin Beriberi eintrat. Gleichzeitig 
ehorn, wurde beobachtet, daB die beim Rattenskorbut fast regelmaBig ge- 
—_ fundenen schweren hamorrhagischen Darmverainderungen bei dieser 


Haimatinzulage fast vollkommen verschwanden, so daB der Darm 
fast normal aussehen konnte. Diese Beobachtung lieB darauf schlieBen, 
da die Haimatinwirkung vor allem im Innern des Darms stattfand, 
wobei aber nicht zu entscheiden war, ob als Grundlage dieser Hamatin- 
wirkung eine Entgiftung irgendwelcher Stoffe oder eine Anregung von 
Verdauungsfermenten diente. Kollath konnte in seinen Versuchen 
zeigen, da beide Moéglichkeiten vorlagen; denn einerseits fand er, 
da8 Hamatin die Tatigkeit von Pankreasdiastase aktivierend beeinfluBt, 
andererseits konnte er, gemeinsam mit Kiihnau*, zeigen, daB  un- 
gesittigte Fettsiuren katalytisch oxydiert und entgiftet werden, 
wahrend sie ohne Hamatin zu schweren Darmblutungen fiihren kénnen. 
Diese entgiftende Wirkung findet sich aber nur bei bestimmten pflanz- 
lichen Olen, z. B. gegeniiber ErdnuB6l, nicht aber gegeniiber Baum- 
wollsamenol. 


' Kollath, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 158, 359, 1930; 142, 86, 
1929; 150, 236, 1930. 

2 Derselbe, KongreB der Deutsch. Ges. f. Verdauungs- u. Stoffwechsel- 
krankheiten, 10. Tagung, Budapest, 7. Oktober 1930. 
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Es wurde ferner gefunden, da Eisensalze zwar eine Aktivierun; 
von Diastase herbeifiihrten, daB sie aber nicht die Umstellung cd 
Skorbuts zur Beriberi zu bewirken vermochten. Diesen Eisensalze: 
fehlte die Fahigkeit, katalytisch oxydierend auf ungesittigte Fettsaure: 
zu wirken (Lepper und Martin!, Robinson*). Danach schien es, als ob 
dieser Oxydationsvorgang mit der Fermentwirkung in irgendeinem 
Zusammenhang stehen konnte. Es wurde vermutet, daB es sich um 
eine ahnliche Erscheinung handeln wiirde, wie sie nach den Versuchen 
von Lepper und Martin bei der Entstehung anaerober Verhaltnisse 
in der sogenannten Tarozzibouillon eintritt; in dieser werden namlich 
ebenfalls mehrfach ungesattigte Fettsduren katalytisch durch alkalische- 
Hamatin oxydiert, so daB der Sauerstoffverbrauch die Folge ist. 

Nun erschien es als nicht ausgeschlossen, daB eine durch Oxydation 
leicht oxydabler Substanzen, wie ungesattigter Fettsauren, entstehende 
Anaerobiose des Darminnern deshalb lebenswichtig sein k6énne, wei! 
dann die sonst bei Sauerstoffanwesenheit und bei Kérpertemperatur 
schnell eintretende Zerstérung der Fermente durch Luftsauerstoff aufgehoben 
sein wiirde, so daB die Fermente nach Hamatinwirkung nicht nur ge 
schiitzt werden wiirden, sondern gleichzeitig eine Aktivierung erfahren 
miuBten (Kollath®). So ware es zu verstehen, aus welchem lebenswichtigen 
Grunde das Innere des Darms anaerob sein miisse. 

Es schien sich also hier nicht nur um eine kleine Teilfrage aus dem 
Gebiet der Vitaminforschung zu handeln, sondern es bestand auch die 
Aussicht, daB die systematische Bearbeitung dieser Beobachtungen 
zu neuen biologisch interessanten Ergebnissen fiihren kénnte. Im 
Rahmen der erwaihnten Vitaminversuche von Kollath wurden deshalb 
die folgenden Versuche mit Unterstiitzung durch die Notgemeinschatt 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 


Vom Mechanismus der Diastasewirkung. Die Diastase ist das einzigt 
Ferment, das isoliert und dialysiert véllig unwirksam ist*. Erst die Bildung 
eines sogenannten ,,Komplexes der organischen Substanz Amylase mit 
Neutralsalzen**® es spielen im wesentlichen nur Anionen eine Rolle 
ruft ein wirksames Ferment hervor, und jede dieser Cl-, SO,- ode 
Phosphatdiastasen hat ihr verschiedenes Wirkungsoptimum (py, Inten 
sitét usw.), ist somit ein neues Ferment. Auf dieser Tatsache beruht der 
groBe Einflu8, den die verschiedenen lIonen auf diesen Spaltungsproze) 
ausuben im Gegensatz zu allen anderen Fermenten, bei denen nu 
die H’-Konzentration von wesentlicher Bedeutung ist. 


Lepper u. Martin, Brit. Journ. of exper. Pathol. and Pharm. 19, 
327, 1929. 
2 Robinson, zitiert nach Lepper u. Martin. 
3 Kollath, Wien. Klin. Wochenschr. 1931, Nr. 9 u. 10. 
4 Michaelis u. Pechstein, diese Zeitschr. 59, 76, 1914. 
5 Wohlgemuth, zitiert nach Starkenstein, ebendaselbst 33, 430, 1911 
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Eine andere Vorstellung von der Stellung der Salze im Diastase- 
fermentprozeB vertritt Biedermann'. Nach ihm sind die Salze das stérke- 
spaltende ,,hydrolysierende** Agens, und das Ferment trage nur zur kata- 
lysatorischen Beschleunigung des Prozesses bei. Verschwinden der Jod- 
reaktion konstatierte er bei Anwendung von NaCl und anderen Salzen in 
Verbindung mit Phosphatgemischen, auch ohne Diastase. Eine Zucker- 
bildung fand auf diesem Wege nur sehr langsam statt. Ahnliche Befunde 
siehe Haehn?, auch Iljin®. Ferner fand Biedermann® bei der Untersuchung 
des Einflusses von Oxydasen und Peroxydasen auf die Hydrolyse der 
Amylose, dai die Blutfarbstoffderivate imstande seien, die Starke in An- 
wesenheit von molekularem Sauerstoff ohne Diastase zum mindestens bis 
zum Verschwinden der Jodbliuung, nach sehr langer Versuchszeit sogar 
bis zum Auftreten der Zuckerreaktion abzubauen. 


Andere Diastase aktivierende Stoffe, deren Mechanismus noch keines- 
wegs genauer geklart worden ist, sind in K6érperséften gefunden worden. 
Pozerski* fand im Blutserum, Wohlgemuth® in Galle, Serum, Lymphe und 
OrganpreBsaften einen aktivierenden Faktor, Koga® fand im Pankreas- 
venenblut hungernder Tiere ein stark aktivierendes Agens, das eine Er- 
héhung des Glykogenabbaues in der Leber hervorzurufen imstande war. 
Férdernde Wirkung fand man auch bei einer Reihe von EiweiBabbau- 
produkten, bei Aminoséuren, Peptonen usw. ’. 


Eigene Versuche. 


Versuchstechnik. 2,5 ccm einer 1°,igen Kartoffelstarkelésung wurden 
in einem Reagenzréhrchen mit 2,5cem H,O oder Pufferlésung gut ver- 
mischt und in einen Wasserbadthermostaten bei 38,3 bis 38,5° fiir etwa 
5 Minuten zwecks Vorwaérmung gestellt. Dann Hinzufiigen von Hamatin 
oder anderen Zusatzsubstanzen mit einer Kapillarpipette, darauf ebenfalls 
mit einer Pipette 0,1 cem Diastase der unten beschriebenen Diastaselésung. 
Nun wurden nach der Stoppuhr von Minute zu Minute — in langer dauernden 
Versuchen in gréBeren Zeitabschnitten mit einer Kapillarpipette, die 
wéhrend der Versuchsdauer in dem Reagenzréhrchen blieb, 0.05 cem 
Fliissigkeit aus dem Roéhrchen entnommen und in 5cem einer frisch be- 
reiteten 115 °,igen Lugolschen Lésung gebracht. Der Versuch wurde fort- 
gesetzt, bis die goldgelbe Farbe der Lugol-Lésung gerade wieder erschien 
(achromatischer Punkt). Darauf wurden die Farbwerte der einzelnen 
Lugol-Glaschen nach einer von Kollath nach dem normalen Spaltungs- 
ablauf aufgestellten zehnstufigen Farbskala bestimmt. 

Die in Anfangsversuchen als zweckméBig erprobte Temperatur von 
38.3° wurde beibehalten, obwohl wir uns bewuSt sind, dai die Ferment- 
zerstorung bei dieser Temperatur in unserer Verdiinnung schon recht 
betrachtlich sein kann. 


1 Biedermann, diese Zeitschr. 149, 324, 1923. 

2 Zitiert nach Carl Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 
1, 696. 

3 Biedermann, diese Zeitschr. 150, 81, 1924. 

* Pozerski, Malys Jahrb. 1902, S. 460. 

5 Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 447, 1909; 33, 303, 1911. 

6 Koga, ebendaselbst 141, 410, 1923. 
7 Zitiert nach Oppenheimer, |. c. S. 701. 
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Fiir alle Versuche wurde dieselbe, im Handel kéufliche, nicht dialysiert: 
Kartoffelstarke verwendet. Die Starke wurde iiber niedriger Flamm 
so lange gekocht (etwa 3 Minuten), bis die Jodprobe einen gleichmaéBiger 
blauen Farbton erkennen lie’ und makroskopisch keine dunkelgefarbte: 
Starkekérnchen mehr sichtbar waren. Unter haufigem Umriihren wahrend 
des Abkiihlens blieb die Lésung diinnfliissig und opaleszent. Die Starke 
l6sung wurde jeden Morgen frisch hergestellt. 

Als diastatisches Ferment diente ein Trockenprdparat von Pankreas 
diastase (Firma Friedr. Witte, Rostock'), das etwa ', Jahr alt war. Der 
Salzgehalt ist niedrig zu veranschlagen; die (l-Probe ergab keinen Ag(Cl 
Niederschlag, die Rhodanammoniumprobe nach HCl-Zusatz keine Rétung 
Von diesem Préparat wurde fiir jede Versuchsreihe eine neue 0,25°,igk 
Lésung hergestellt, die nach etwa 15 Minuten Stehen durch  Filte: 
» Schleicher und Schiill 595°‘ klar filtriert wurde. Diese Lésung behielt 
bei Zimmertemperatur 4 Stunden unverminderte Wirksamkeit. 

Als Haématinstammlésung wurde eine 0,1°,ige Haminauflésung in 
0,2°,iger Sodalésung verwendet, die zur Herstellung geringerer Dosen |: 10 
oder noch starker verdiinnt wurde. Als Ausgangsmaterial diente das von 
Kollath in seinen friiheren Versuchen benutzte Hamatin aus Pferdeblut, 
dessen hoher Reinheitsgrad von Kollath und Suhrmann? im Vergleich zu 
dem von Hans Fischer* synthetisch hergestellten durch quantitative Ab- 
sorptionsmessungen festgestellt worden war. Insbesondere war das Praparat 
weitgehend von Chloriden befreit worden. 

Alle verwendeten Glassachen (Schott-Jena) wurden vor jedesmaligem 
Gebrauch 12 Stunden, gefiillt mit Chromschwefelséure, stehengelassen und 
dann mit Aqua redest. ausgespiilt. 

Die Chemikalien entstammten saémtlich den Firmen Kahkilbaum- 
Schering. Da die Versuchsdauer meist zwischen 3 und 30 Minuten betrug, 
und da Versuche, die nach 6 Stunden den achromatischen Punkt noch 
nicht erreicht hatten, als negativ angesehen wurden, so glauben wir. 
Bakterienwirkung auBer acht lassen zu diirfen*; von einer Sterilisierung 
der verwendeten Materialien haben wir deshalb abgesehen. 

Wir bestimmten wie Roberts und Johnson® den ,,achromatischen Punkt**. 
verfolgten den ProzeB also bis zu dem Achroodextrin hinab. Diese Methode 
ist nach Evans® die genauere, auch war durch die verhaltnismaBig groBe 
Jodmenge, die wir verwandten, eine etwaige Bindung des Jods an EiweiS- 
kérper oder andere Stoffe, die das Versuchsergebnis hatte falschen kénnen’, 
zu vernachlassigen. 


Es ist selbstverstandlich, daB alle Jodproben, ebenso wie Vis- 
kositatsbestimmungen, der vélligen Exaktheit entbehren, denn in 


' Der Firma Friedrich Witte, Rostock, die uns das Praéparat freund- 
licherweise iiberlieB, sei an dieser Stelle unser Dank ausgesprochen. 

2 Suhrmann u. Koliath, diese Zeitschr. 184, 216, 1927. 

8’ Uber die Synthese des Hamins siehe H. Fischer, Naturwissensch. 
1929, S. 611. 

4 Vgl. Sallinger u. Wohlgemuth contra Biedermann, Fermentforschung 
II, 449; 458; III, 70; diese Zeitschr. 94, 213, 1919. 

5 Johnson, Journ. Amer. Chem. Soc. 30, 798, 1908. 

6 Evans, Journ. of Phys. 44, 219, 1912. 

? Starkenstein, diese Zeitschr. 38, 429, 1911. 
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jedem Falle gestatten sie nur einen Ausschnitt aus dem Spaltungs- 


vorgang zu tiberblicken. Die einzige exakte Methode zur Kontrolle 
des Starkeabbaues ist die Bestimmung des gebildeten Zuckers. Doch ist 
die Jodprobe ihrer leichten Anwendbarkeit wegen immer wieder benutzt 
worden. Wir haben deren Unsicherheit dadurch nach Beendigung 
der Versuche zu beheben versucht, daB wir in einer Versuchsreihe 
noch eine quantitative Zuckeranalyse nach Bertrand durchfiihrten; 
die iibrigen Versuche wurden des 6fteren durch die Trommersche 
Probe auf wirkliche Zuckerbildung hin kontrolliert. 


Absolute Messungen haben wir mit unserer Versuchsanordnung, der 
Jodprobe, nicht vornehmen kénnen. Denn erstens wies die Diastase in 
den kleinen Einzelportionen leichte Schwankungen auf. Zweitens fiel der 
Kochgrad und damit die Spaltbarkeit der Starke etwas verschieden aus. 
Immerhin erwies sich unser Test namlich das Verschwinden makro- 
skopisch sichtbarer Starkekérnchen als brauchbar. 

Da unsere Starke nicht dialysiert war, miissen wir allerdings mit 
gleichzeitiger Neutralsalzwirkung rechnen. Doch war diese in allen Versuchen 
gleich, da immer dieselbe Starke verwendet wurde. Um diese Ungenauig- 
keiten wenigstens in ihrer relativen Bedeutung zu beheben, wurde zu 
Seginn jeder Versuchsreihe ein Standardversuch mit 0,25 mg Diastase, 
0,005 mg Haématin, Starkelésung und H,O vorgenommen. Dieser mubte 
in 3.5 bis 4 Minuten den achromatischen Punkt erreicht haben. 


Aber es ist trotzdem nur méglich gewesen, die jeweilig unter denselben 
Versuchsbedingungen durchgefiihrten Versuchsreihen in sich zu vergleichen, 
was fiir die Beantwortung der zu behandelnden Fragen aber ausreichte. 
Jeder Versuch wurde mindestens dreimal ausgefiihrt, mit Ausnahme des 
letzten (quantitative Zuckerbestimmung). 


Urgebnisse. 

Versuche ohne Pufferung. In den ersten Versuchen wurden die 
friiheren Befunde Kollaths bestatigt. Tabelle I zeigt, daB die Diastase 
ein Wirkungsmaximum bei einer Konzentration von 0,5 mg auf unsere 
Starkemenge erreicht, und daB ihre Wirkung in jedem Falle durch 
Himatin um das vier- bis sechsfache beschleunigt wird. 


Tabelle I. 


Steigende Diastasemengen mit und ohne Hématin, ohne Pufferung 
g 





Der achromatische Punkt wurde erreicht in 


0,125 mg 0,25 mg 0,375 mg 0,5 mg 0,625 mg 0.75 mg 
Diastase Diastase Diastase Diastase Diastase Diastase 


Ohne Hamatin 30,0 Min. 19,0 Min. 15,0 Min. 9,0 Min. 9,0 Min. 9,0 Min 
Mit 0,005 mg 
Hamatin. . ew 32 « 3 a —* ° 1.5 


* Nicht angestellt. 
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In allen weiteren Versuchen wurden 0,25 mg Diastase verwend: 


Diese Konzentration erwies sich als die giinstigste, da schwache Bin 
zu lange Zeit in Anspruch nahmen und starkere infolge des schnell 
Ablaufs der Reaktion den verschiedenen Ausfall der Versuchsergebnis»: — 


nicht geniigend hatten erkennen lassen. Tabelle I] zeigt die Wirkung 
steigender Mengen von Hamatin. Es ergab sich eine Maximalwirkung 
bei 0,01 bis 0,015 mg Hamatin, die nach beiden Seiten langsam abfallt 
Es schien also bei schwacherer und mittlerer Konzentration Aktivierung 
bei starkerer langsam eine Unwirksamkeit einzutreten. 


Tabelle II. 


Diastase 0,25 mg steigende Hamatinkonzentration ohne Pufferung 





Achromatischer 


Punkt in. . 11 Min. 5 Min. 4 Min. 3 Min 3 Min 





Mit Haimatin Mit 0,2 


= z Ha atin ee 
0.005 mg 0.0025 mg 0.0005 mg 0.00005 mg Ut Ine 
Achromatischer 
Punkt in. . 4 Min. 6 Min 10 Min. 14 Mir 19 Min. 86 Min 


Da das Hamatin sich in alkalischer Lésung befand und sona: 
mit einer Verschiebung des px zu rechnen war, wurde nun die Hamatin 
wirkung bei verschiedenen H’-Konzentrationen untersucht (Tabelle III 
Abb. 1). Wir verwendeten Phosphat- und Glykokollpuffer. Dies: 
wurden nach den Vorschriften von Sérensen! hergestellt und statt 
der 2,5cem H,O der Versuchsstarkelosung zugefiigt. 


Wie aus der Tabelle III zu ersehen, erhielten wir eine Ferment 
tatigkeit der Phosphatdiastase zwischen pr = 5,9 und 7,1 mit einen 
Optimum bei 6,9, und eine Wirksamkeit unter Anwendung des Glykokol| 
puffers zwischen px 7.8 und 8,5. Die Glykokollkurve ist unvoll- 
standig, da zwischen pr 7.8 und 6,1 — wo wahrscheinlich die Haupt 
wirkung bei diesem Puffer liegen wurde die geeigneten Puffer- 
mischungen fehlen. Bei 6,1 hat die Wirkung bereits aufgehért. Na: 
Zufiigen von 0,005 mg Hamatin zeigen die Kurven einen ganz andere: 
Verlauf. Der Bereich der Phosphatdiastasenwirkung ist, besonder- 
ins Alkalische hinein, erheblich erweitert und reicht von pr = 5.5 
bis 8.2. Auch hier lieB sich die Kurve mangels weiterer alkalische: 
Phosphatpuffer nicht weiter verfolgen. Die Glykokollkurve reicht vor 


' Chemikerkalender 1928 von Koppel 2, 630,31, Springer. 
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Glykokolipuffer) auf die Diastasewirkung 
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pu 6.3 bis 11,0. Die ¢ yptima liegen bei Phosphat zwischen 6.6 und 7 
bei Glykokoll etwa bei 7,8, also vielleicht an verschiedener Stelle 
was sich aber mangels geeigneter Puffermischungen nicht mit voll 
Sicherheit aussagen laBt. 

Somit findet durch die Zugabe von Hamatin eine Verbreiteruy 
der Diastasewirksamkeit nach der sauren Seite in geringem, nach d: 
alkalischen dagegen in erheblich gréBerem Mafe statt. Eine Beschleunigune 
des Starkeabbaues gegeniiber hamatinfreien Lésungen war imme: 
zu beobachten. 

Alle weiteren Versuche wurden nunmehr unter Anwendung dé 
Phosphatpuffer 6,9, seltener 7,1, ausgefiihrt. Zunachst wurden wiede 
steigende Hamatindosen verwendet (Tabelle IV). Nunmehr zeigt: 
sich, daB die Hemmung bei den héheren Hamatindosen, wie sie bei den 
ungepufferten Versuch zu verzeichnen gewesen, jetzt in Fortfall kam 
Sie ist also nur durch eine px-Verschiebung infolge des alkalische: 
Lésungsmittels (Sodalésung) hervorgerufen gewesen. Bei diesen Ver- 
suchen betrug die Wirkungssteigerung durch Hamatin etwa das Drei 
bis Zehnfache. 

Tabelle IV (s. Abb. 1). 








0,25 mg Diastase Phosphat puffer py 6.9 Hamatin 
Hamatin : 0.15 mg 0,05 mg 0,025 mg 0.02 mg 
Chromatischer Punkt nach . . 3 Min. 3 Min. 3.5 Min 3.5 Min 
Hamatin 0,015 mg 0,01 mg 0,005 mg 0.0005 mg 
Chromatischer Punkt nach . . 3,5 Min. 3,5 Min. 4 Min. 10 Min 


Hamatinwirkung auf Zuckerbildung. Bei unserer Versuchsanordnung 
waren wir imstande, den StarkespaltungsprozeB bis zum Achroodextri: 
zu beobachten. Es blieb aber ungewiB, ob der weitere Verlauf, ins- 
besondere die Zuckerbildung, ebenfalls eine Beschleunigung durch 
Hamatinzugabe erfuhr. Denn Jodreaktion und Zuckerbildung miissen 
sich keineswegs immer entsprechen. 


Der StarkespaltungsprozeB besteht bekanntlich aus zwei nebet 
einander verlaufenden Vorgangen: 1. Aus der Depolymerisation, wobe 
die Blaufarbung des Jods beibehalten wird und Léslichmachung der Stark: 
eintritt, und 2. aus der Freilegung der Aldehydgruppen; hier nimmt dic 
Jodintensitét ab, und zugleich nimmt die Reduktionskraft zu mal 
gelangt zu den Maltodextrinen. Beide Prozesse gehen bei den einzelnet 
Diastasepraparaten mit verschiedener Intensitaét vor sich. So ist z. B. bei 
der Takadiastase die hohe Starke spaltende und geringe verzuckernds 
Kraft bekannt. 


1 Vgl. dazu Michaelis u. Pechstein, 1. c. 
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Deswegen ermittelten wir neben dem achromatischen Punkt die 


juantitative Zuckerbildung durch die Bertrandsche Bestimmungs- 





methode! (Tabelle V, 


Zuckerbildung 


ohne 


Abb. 2). 


Tabe lle V (Ss. Abb. 2). 


und mit 0,005 mg Hamatin 


(Bestimmung nach Bertrand.) 


(Phosphatpuffer 6,9 




















Gebildeter Zucker in mg 
ohne Himatin mit Hamatir 
Nach 0 Minuten 0.4 N.95 
Ss re OS 7.0 
12 1,62 7.0 
16 Rm 1,62 6.4 
20 1.62 6.4 
49) 2,16 8.0 
60, 2.7 8.7 
90 4.0 8.7 
120 4.0 8.7 
ae | Zucherbilaung 
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Abb. 2. 


Die Tabelle 14Bt schon in den ersten 8 Minuten auch fiir die Zucker- 
bildung eine etwa neunfache Steigerung gegeniiber der Kontrolle erkennen. 
Demnach wird der Spaltungsvorgang vom Anfang bis zum Ende durch 


—— mit Himatin. 


das Hdmatin aktiviert. 


1 Die Zuckerbestimmungen konnten dank der giitigen Erlaubnis von 
Herrn Professor Schmitz in der chemischen Abteilung des Physiologischen 
Instituts durchgefiihrt werden. 


ohne Himati 


n 
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Mechanismus der Diastaseaktivierung durch Hdmatin. Nunmelir 


gingen wir an die Untersuchung der Frage, wo das Hamatin seine 

Angriffspunkt findet. Es kamen hierbei zwei Méglichkeiten in Frag: 

Entweder konnte das Hamatin an der Starke angreifen — entspreche: 

den Vorstellungen von Biedermann (1. c.) — und hier eine Hydrolyse 
einleiten oder sie auch nur in einen ,,aktiveren*‘ Zustand iiberfiihre: 

oder das Himatin konnte in Verbindung mit der Diastase wirke1 
in Analogie zu den wirksamen Salz-Diastaseverbindungen nach de: 
allgemein angenommenen Moéglichkeit. 

Um die Frage des Angriffspunktes zu erértern, wurde zunachst 

1. ein Gemisch von Starkelésung und Hamatin 4 Stunden bei 
38,5° im Wasserbad gehalten. Erst dann wurde Diastase hinzugesetzt 
Die Hamatinmengen waren: 0,05, 0,005, 0,0005 auf 2,5 mg Starke. Es 
ergab sich nach Hinzufiigen von 2,5ccm Pufferlésung und 0,25 mg 
Diastase, daB keine Erleichterung der Starkespaltung durch diese Vor- 
behandlung der Stdarke eingetreten war. Die Zeiten bis zur Entfarbung 
waren die gleichen wie im Anfang geblieben. 

2. Es wurde nunmehr ein Gemisch von Diastase, 2,5 ccm Puffer 
lésung (pu = 6,9) und verschiedene Hamatindo: en bei 38,5° C gehalten 
Dann wurde die iibliche Starkelésung zugesetzt. 

Es ergab sich bei 0,05 mg Hamatin ein nur geringes, bei 0,0005 mg 
Hamatin ein deutlicheres Nachlassen der Hamatinaktivierung (von 
5 Minuten auf 11 Minuten verlangert). 

Danach hatte es scheinen kénnen, als ob eine gewisse Inaktivierung 
der Diastase durch die Anwesenheit des Hamatins eingetreten sei 
Deshalb wurde noch folgender Versuch notwendig: 

3. Diastase 0,25 mg, 2,5ccm Phosphatpuffer (px 6.9) wurden 
bis zu 2 Stunden mit und ohne Zusatz von alkalischem Hamatin bei 
38,5°C gehalten. Zu dem Gemisch ohne Hamatin wurde das Hamatin 
erst nach bestimmten Zeiten [sofort (zur Kontrolle), nach 30, 60 und 
120 Minuten] zugefiigt. Zu den gleichen Zeiten wurden 2,5 ccm vor- 
gewarmte Starkelésung zu dem Gemisch hinzugegeben, und nunmeh: 
ergaben sich fiir den Ablauf der Reaktion folgende Werte: 


Tabelle VI 





Achromatischer Punkt nach Entnahme aus dem Wasserbad nach 
Zugabe von Stirkelésung . / : 
erreicht 0 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min 
ohne Himatin in. 2.5 Min. 7,0 Min. 13,0 Min. 93,0 Min. 
mit a a _ ¢ oe | Be « 


Es ergibt sich also, daB durch die Anwesenheit des Hamatins bei 
38,5° und Luftzutritt eine erheblich schiitzende Wirkung auf die Disastase 
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cusgetibt worden ist; denn hier ist die Wirkung nur etwa um das 2!/,fache 


ibgeschwacht; bei Abwesenheit von Hamatin betragt aber die Ab- 
schwachung der Diastasewirkung etwa das 37fache. 

Hamatin vermag also unter diesen Bedingungen einen Schutz 
auf die Diastase auszuiiben, eine Tatsache, die noch genauer untersucht 
werden muBte. Es wurde nunmehr die optimale Hamatinkonzentration 
fir die Schutzwirkung gesucht und die schiitzende Wirkung des Himatins 
mit der des Hamoglobins und des NaCl verglichen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 
(Puffer 6,9.) 
Schutzwirkung des Haématins, Hamoglobins und des NaCl auf Diastase- 
Puffergemisch (8 Stunden bei 38,5°). 





Zu 0,25 mg Diastase 


und 2,5cem Puffer, py 6.9, 
wurden hinzugefiigt Der achromatische Punkt wurde erreicht in 
sofort nach 8 Std 


Hamatin: 


0.05 mg 42.25 Min. (sonst, ohne Wasserbad, 2,5 Min.) 
Br « 24.5 = a ‘ " 2.5 
0,15 , 17,0 e . “ 2.5 
Hamatin: 
0,05 mg Bleibt blau | 
ae s - Diastase unwirksam 
0,15 . - e 
NaCl: 
0,29 mg Bleibt blau (sonst, ohne Bad, 4,5 Min.) 
145 . Nach 12 Std. entfarbt ‘ a » 30 ‘ 
ay « 25,5 Min. ye . a 
NaCl: 
0,29 mg Bleibt blau l 
145 , = E: Diastase unwirksam 
29 , f - 
Hamoglobin: 
0.25 mg Bleibt blau (sonst, ohne Bad, 36 Min.) 


Hamoglobin: 
0,25 mg 2 ,  Diastase unwirksam 


Es wurden wiederum 2,5ccm Pufferlésung + Diastase mit und ohne 
Haimatin, NaCl oder Hamoglobin 8 Stunden im Wasserbad gehalten. 
Die Kontrollen, ohne Zusatzsubstanzen, denen erst nach Ablauf der 
8 Stunden Hamatin, Hamoglobin oder NaCl hinzugefiigt wurde (zu- 
sammen mit 2,5 cem Starkelésung), hatten samtlich ihre starkespaltende 
Kraft véllig verloren. Wurde jedoch das Hamatin sofort hinzugefiigt, 


so blieb die Spaltungskraft der Diastase stets erhalten und war 
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schlimmstenfalls (bei der schwachsten Hamatindosis) nur auf ds 
17. Teil abgeschwacht. NaCl schiitzte ebenfalls, wenn auch nur 
der starksten Dosis. Eine Schutzwirkung des Hamoglobins dageg« 
konnte nicht beobachtet werden. 


Aus allen diesen Versuchen geht hervor, daB Hdmatin nicht durc/ 
Angrift an der Starke, sondern durch direkten EinfluB auf das Ferment 


wirkte. 

Doch auch durch Neutralsalze wird gegen Warme und Luftsauer- 
stoff eine gewisse Schutzwirkung ausgeiibt, wie aus Tabelle VII hervor 
geht. Ebenfalls von einer Schutzwirkung durch NaCl sprechen Shermann 
und Schlesinger!. Die Rolle des Clals Aktivator der Diastase ist ebenfalls 
hinreichend bekannt. Da die Hamatinverbindung ein Chlorid ist und 
sich auch sonst minimale Salzspuren in dem Praparat befinden konnten. 
muBte die Salz- und speziell die Cl-Wirkung noch einmal gesondert 
untersucht werden. 

Salzwirkungen. Zunachst untersuchten wir das als Lésungsmitte] 
verwendete Na, CO, und fanden bei Zugabe von 0,05 ccm der 0,02 ° igen 
Sodalésung (ohne Hamatin) eine ausgesprochene Hemmung der Diastase- 
wirkung?. Ein anderes Verhalten zeigten die Cl-Salze. 

Um deren Wirkung zu priifen, verwendeten wir 0,05 cem von 
n-Lésungen und deren Verdiinnungen (Tabelle VIII). Wir sehen hier, dai 
alle benutzten Cl-Salze etwa in gleicher Weise beschleunigen*. 0,05 ccm 


Tabeille VIII. 
(Puffer 7,1.) 


Wirkung von Cl-Salzen auf die Diastase-Starkespaltung. 





wurde der achromatische Punkt 


Zugabe von 0,05 ce “ ~ 
Bei Zugabe n 0,05 cem Posten br argr se 


~ 


ee er \ 2.5 Min. 
n/g KC). 
n3 FeCl, 
n10 NaCl 
n/10 KCl 
n/l10 HC] . 
n 30 FeCl, . 


n/i100 NaCl .... 15,0 
n1000 NaCl. ... 25,0 


oor 


whror 
— 


aaa 
2O° 


—) 


Diastase allein . . . 34,0 


1 Sherman u. Schlesinger, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 1305, 1915. 

2 Schwarz u. Steinmetzer, diese Zeitschr. 152, 247, 1924, fanden ebenfalls 
eine Hemmung durch Carbonate. 

3 Michaelis u. Pechstein, 1. c. S. 86, hatten etwa dasselbe Ergebnis. 
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einer n/10 Lésung entfaltet dieselbe Wirkung wie 0,005 cem Hamatin. Es 
sntsprechen sich also in der Wirkung (bei einem Molekulargewicht von 
58,46 fiir NaCl) 0,29mg NaCl und 0,005 mg unseres Haématinpraéparats. 
Demnach ist eine NaCl-Verunreinigung allein nicht fiir die Wirksamkeit 
unseres Préparats verantwortlich zu machen, selbst wenn man die ver- 
schiedene Dissoziation in Rechnung stellt. Dem Hamatinmolekiil kommt 
somit eine besondere Wirkung zu. 


Wir untersuchten ferner als einen wesentlichen und besonders 
reaktionsfahigen Bestandteil des Hamatinmolekiils die Wirkung des 
Eisens. Dieses betragt ungefahr 8°, des Molekiils'. Schon aus der 
vorhergehenden Tabelle war zu ersehen, daB dem Fe keine sehr grobe 
Wirkung zukommen konnte; denn die Cl-Wirkung wurde nicht verstarkt 


(Versuche mit FeCl). 

In der Literatur bestehen bisher tiber die Wirkung der Eisensalze auf 
die Diastase recht verschiedene Ansichten. Gigon und Rosenberg? sahen 
energische Férderung, die aber, besonders fiir Ferrisalze, von Olsson? nicht 
bestatigt werden konnten. Nach Gerber?, auch Fonseca*® férdern Fe-Salze 
iiberhaupt zunéchst, dann hemmen sie durch Beeinflussung der Starke. 
Fe’’-Salze schadigen nach Fricker®, Fe’’-Salze ebenfalls. 

Die Tabelle 1X zeigt, daB in unserer Versuchsanordnung nur den 
Eisenchloriden eine wesentlich beschleunigende Wirkung zukommt, 
alle anderen. Fe-Salze haben teils mabig beschleunigende, teils gar 
hemmende Wirkung. Von Interesse ist, daB bei Zufiigung der meisten 
Eisensalze, auch bei den aktivierenden Chloriden, eine bei héheren 
Konzentrationen stairker werdende weife Ausfdllung stattfindet, die 
sich bei Mischung des Phosphatpuffers allein mit den Eisensalzen 


Tabelle IX. 


Eisensalzwirkung (Puffer 6,9). 





‘ . wurde der achromatische 
ach Zug 0,05 ce 
Nach Zugabe von 5 ecem Pankt erreicht in 


n3 FeCl, 

n/2 FeCl, . 
Ferricyankalium : 
Eisen-Ammonium-Alaun . 
—, schwichere Verdiinnung 
Mohrsches Salz . 


Diastase allein ....... 36.0 


Ferrosulfat . , 49.0 
Ferroammonium ...... 46,0 
Ferriammonium ...... 58,0 
x 5 6 4 oe ee we 71,9 


Fischer, Treibs u. Ziele, Hoppe-Seyler 198, 183, 1930. 
2 Zitiert nach Oppenheimer, |. c. 8. 699. 
Fricker, Arch. Verdau 16, 162, 369, 1910. 
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ebenfalls ergab. Es handelt sich wohl um die Bildung von phosphor- 
saurem EKisenoxydul. Nach Abfiltrieren dieses Niederschlages gab das 
Filtrat nur eine leichte Rosafarbung bei der Rhodanammoniumprobe 
und dennoch war das Filtrat genau so wirksam wie vorher. Glykokol] 
puffer waren bei den Eisensalzen tiberhaupt nicht anwendbar, die Jod 
blauung hielt sich durch Stunden hindurch, wohl infolge einer Ve 
schiebung des py, da die Eisensalze, besonders das FeCl,, duBberst 
sauer sind. 

Wir fanden also kaum eine nachweisbare Eisenwirkung, wede 
in den Verbindungen, wo das Fe als Anion vorhanden ist, noch in den 
komplexen Verbindungen. 

Wirksamkeit der Haminderivate. Die Wirkung des Hamatins auf 
den DiastaseprozeB wird von anderen Fe-haltigen Blutfarbstoffderivaten 
auper dem Hdmoglobin ebenfalls ausgeiibt (Tabelle X). Die Eigenschaft 
des Himoglobins, nicht zu aktivieren, steht offenbar in Parallele dazu, 
daB Hamoglobin keine Schutzwirkung (s. oben) ausiibt. 


Tabelle X. 


Wirksamkeit der Haminderivate (Puffer 6,9). 





Der achromatische Punkt 
wurde erreicht in 


Diastase allein . a Oe ee ae ee 42 Min. 
Alkal. Hamatin, Cg,H390,N,FeOH 0,005mg .. . 40 , 
” ” mit HU, entliret . ww wt 4.0 
a AS ae a a eee 45 , 
Mesohaémin, Cs,Hgg0,N,FeCl .......-.- GD « 
Deuterohamin, Cg,Hs;0,N,Fe 005mg ...... 13,0 , 
. De reece Sg ag ce 23,0 , 
eee eee ee ee 36.0 , 


SauerstoffeinfluB auf die Aktivierung. Die Stabilisierung durch 
Hamatin lieB daran denken, daB méglicherweise eine Schutzwirkung 
gegeniiber dem Sauerstoff ausgeiibt wiirde. Zu erwahnen ist, dal} die 
Diastase und besonders die Pankreasamylase gegen Sauerstoff sehr 
empfindlich sind. So fand Sigmund? durch O,-Behandlung eine starke 
Herabsetzung der Wirksamkeit. 

Wir fiihrten daher einen Versuch aus, in dem wir Puffer-Diastase- 
mischungen mit und ohne 0,05 mg Hamatin eine halbe Stunde mit reinem 
O, durchstrémten. Eine Warmewirkung wurde durch gleichzeitige 
Eiswasserkiihlung ausgeschaltet. Die Wirkung der Kontrolle ohne 
Hamatin wahrend der Durchstrémung mit O, war nach der Behandlung 


1 Sigmund, Centralbl. f. Bakt. Parasit. IT, 14, 401. 
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uf etwa herabgesetzt. Im Gegensatz dazu betrug die Zerstérung 


1 
20 
er Diastase bei Hamatinbeigabe wahrend der Durchstrémung nur etwa 


e¢ Halfte (Tabelle X1). 


Tabelle XI (Putter 6.0). 


EinfluB von reiner O,-Durchstr6mung (!. Stunde) auf die Diastase unter 


Anwesenheit oder spaterer Zugabe von Hamatin. 
| 





Der achromatische Punkt wurde erreicht in 


Foatecile ohne Hamatin sofort ~ imatin nach 
Durchstrémung hinzugefiigt, dann Durchstrémung 
durchstrémt hinzugefiigt 
Diastase + 0,05 mg Hamatin 2,5 Min. 5,25 Min. 98 Min. 


Somit diifte also die Sauerstoffbindung durch Hamatin als 
der schiitzende Faktor auch in den anderen Stabilisierungsversuchen 
anzusehen sein. Versuche, das mdglicherweise bestehende System 
Diastase- Hamatin-Sauerstoff weiter zu studieren (KC N-Gabe!, Anaero- 
biose usw.), gaben keine eindeutigen Ergebnisse, da unsere Versuchs- 
anordnung zur Behandlung dieser Aufgabe nicht geeignet war. 

Hamatin iibt also unter aeroben Bedingungen eine erhebliche 
Aktivierung auf Diastase aus: es schiitzt sie auch vor Sauerstoff- 
zerstérung. So haben sich also die im Anfang vermuteten Beziehungen 
des Hamatins zur Diastase und die Zusammenhange mit der Darm- 
anaerobiose auf eine verstandliche Formel bringen lassen; denn es 
ergibt sich, daB die Darmanaerobiose deshalb lebensnotwendig ist, 
damit bestimmte Fermente nicht zerstért werden. Sonach sind hier 
wesentliche Befunde erhoben worden, die dazu beitragen diirften, 
klarend auf die ,, Vitaminwirkungen‘ des Hamatins in Kollaths Versuchen 
einzuwirken, daB man dem Hamatin deshalb einen erheblichen EinfluB 
im Darm zum Schutz der Diastase und wohl auch der Fermente iiber- 
haupt wird zuerkennen diirfen. Vielleicht ist die von Kollath vermutete 
, Lebenswichtigkeit’’ der Anaerobiose des Darminnern hier in ihrem Wesen 
erfaBt. Weitere Versuche, dieses aussichtsreiche Gebiet mit er- 
weiterten Methoden zu untersuchen, sind beabsichtigt. 


Ergebnisse. 

Der aktivierende EinfluB alkalischen Hamatins auf den Ablauf 
der Starkespaltung durch Diastase (Kollath) wurde untersucht. 

1. Himatin und andere Fe-haltige Blutfarbstoffderivate auber 
Haimoglobin beschleunigen die Diastase in ihrem ganzen Wirkungs- 
bereich. 

! Siehe dazu Warburg, Naturwissensch. 1928, 8S. 345. 


Biochemische Zeitschrift Band 235. 
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2. Die Beschleunigung betrug gemessen an der Jodstarke- 
entfarbung (achromatischer Punkt) das Sechs- bis Zehnfache, g 
messen an der Zuckerbildung das Neunfache. 

3. Hamatin verbreitert die Wirksamkeitszone der Diastase na 
der sauren Seite mabig, erheblich dagegen nach der alkalischen Seit: 

4. Die Spuren von beigemischtem NaCl erklaren nicht die vol} 
Wirkung des Praparats, ebenso handelt es sich nicht um eine Bx 
schleunigung durch das Lésungsmittel Na,CO, oder durch das 
Hamatinmolekiil enthaltene Eisen. 

5. Hdmatin schiitzt die Diastase vor Hitze- und vor allen Dingen 


O,-Zerstorung. Diese Tatsache diirfte fiir das normale Funktionieren 


Fermente im Darminnern von groBer Bedeutung sein. 

6. Die ,,Schutzwirkung“ wird in geringem MaBe auch durch Na‘ 
ausgeiibt. Hamoglobin dagegen schiitzt nicht. 

7. Eine sichere Erklarung der Hamatinwirkung kann mit de: 
angewendeten Methode nicht gegeben werden, doch wird das Auftrete: 
einer Hamatin-Diastaseverbindung einerseits und eine enge Beziehung 
zum Sauerstoff andererseits angenommen. 


Zum SchluB meiner Arbeit sei es mir gestattet, Herrn Privatdozent 
Dr. Werner Kollath, der meine Arbeit angeregt und ihre Durchfiihrung mit 
Rat und Tat geférdert hat. aufrichtigen Dank zu sagen, ebenso Herr: 
Professor Dr. Ernst Schmitz fiir manchen Rat und die giitige Erlaubnis 
zur Durchfiihrung meiner Versuche im Physiologisch-Chemischen Institut. 





Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel 
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsanderung. 
X. Mitteilung: 

Uber die Ammoniakbildung, welehe den Zuckungen jodessigsiurevergifteter 
Muskel entspricht. 

Von 
C. Lutwak. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 


ozent (Eingegangen am 7. April 1951.) 
i mit 
Herr: : ; a , ; 
In einer kiirzlich publizierten Arbeit von Mozolowski, Mann und 


ubnis 


titut. Lutwak' ist gezeigt worden, daB die grobe Ammoniakbildung, die im 


bis zur Unerregbarkeit und Erstarrung ermiideten, mit Jodessigsaure 
vergifteten Muskel beobachtet wird, in derjenigen Zeit zustande kommt, 
in welcher die Erstarrungsprozesse beginnen. 

Die Vorgange in einem vergifteten Muskel lassen sich in drei Ab- 
schnitte aufteilen. In dem ersten steigen die Zuckungshéhen in der 
gewohnlichen Treppe an und bleiben dann konstant; in diesem Ab- 
schnitt ist nur wenig Ammoniak gebildet, aber der gréBte Teil der 
Kreatinphosphorsaéure zersetzt. In dem zweiten Abschnitt nehmen 
die Zuckungshé6ten ab, aber Dauerverkiirzungen machen sich noch 
nicht bemerkbar ; in der dritfen, die von weiteren Reizungen unabhangig 
ist, erfolgt Dauerverkiirzung und Erstarrung, in diesen beiden Ab- 
schnitten wird die Zersetzung der Kreatinphosphorsaure vollendet, und 
es erfolgt die groBe Ammoniakbildung. Der zweite und der dritte 
Abschnitt ist natiirlich nicht scharf voneinander zu trennen. Der bei 
weitem gréBte Teil der Ammoniakbildung, die nach vollendeter Er- 
starrung unter Umstanden nach wenig mehr als einer Minute 
so groB oder gréBer ist, wie bei anderen Muskelstarren, fallt nicht in 
die Tatigkeit des vergifteten Muskels, sondern in seine Erstarrung. 


' Diese Zeitschr. 231, 290, 1931. 
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Nichtsdestoweniger erschien diejenige Ammoniakbildung, welch: 
in den ersten, noch ohne sichtbare Ermiidungserscheinungen verlaufende 
Tatigkeitsabschnitt des vergifteten Muskels fallt, aus . verschiedene 
Griinden interessant. Er ist sichtlich gréBer als bei unvergiftete: 
Murkeln, welche in gleicher Weise gearbeitet haben. 


Die Ammoniakbildung wahrend der Muskeltaétigkeit ist Gegenstan 
einer langdauernden Kontroverse zwischen dem Institut fiir vegetativ: 
Physiologie in Frankfurt a. M. und unserem Institut. Aus den Arbeite: 
sowohl der Frankfurter als unserer Schule, geht nach Parnas! hervor 
da8 der EinfluB von etwa 100 Zuckungen, unabhangig von der Reiz 
frequenz, am Ammoniakgehalt nicht nachweisbar ist, wahrend Embden 
sowohl aus seinen als unseren Daten schlieBt. daB er nachweishar sei 
Das Wesen dieser Streitfrage bezieht sich auf die Frage, ob die in eine) 
Zuckung erfolgte Ammoniakanhaufung nach der Zuckung oder den 
Tetanus wieder zuriickgeht, wie Embden meint, reversibel ist; nacl 
Parnas \|aBt sich kein Vorgang im isolierten Muskel nachweisen, auBe1 
der Diffusion, welcher den Gehalt an Ammoniak verminderte. Die grof 
Ammoniakbildung im Jodessigsiuremuskel, die von Embden*®  zuerst 
beschrieben worden ist. wurde von diesem Autor auch im Sinne seine 
Annahme gedeutet: dal namlich eine entsprechend groBe Ammoniak 
bildung auch im normalen Muskel stattfindet, im Moment der Zuckuny 
erfolgt, und dann wieder zuriickgeht; die Ammoniakbildung, die nach 
gewiesen wird, sei die Bilanz aus diesem Entstehen und Verschwinden. Ohn: 
zur Frage des Riickgangigwerdens der Ammoniakbildung im Muskel eine 
prinzipielle Stellung einzunehmen, muS8 man doch bemerken, daB nach 
den Versuchen von Mozolowski, Mann und Lutwak die CGréBe der hier in 
Frage kommenden Ammoniakbildung gegeniiber der nach Embden in 
Betracht gezogenen etwa um eine Zehnerpotenz vermindert wird. 


Es erschien besonders interessant, die Ammoniakbildung gerade 
in dem ersten Tatigkeitsabschnitt des Jodessigsauremuskels zu unter 
suchen und insbesondere Zahlen zu bekommen, die von dem Einflul3 
des zweiten Tatigkeitsabschnitts frei waren. 

Die Versuche wurden im wesentlichen nach derselben Weise an- 
gestellt, wie in unserer friiheren Arbeit!. Die Muskelzuckungen wurden 
immer aufgeschrieben: es stellte sich heraus, daB man in Winte 
monaten hei Esculenten den ersten ‘Tatigkeitsabschnitt nicht siche: 
tiber 60 Zuckungen ausdehnen kann, und diese Zahl wurde auch fii 
alle Versuche angenommen; wenn die Aufzeichnung gezeigt hat, dab 
einige der letzten Zuckungen in den zweiten Abschnitt, d.h. in die 
abfallenden Zuckungen fallen, so ist dies in der Tabelle vermerkt 
Die Reizfrequenz betragt zwei Zuckungen in der Sekunde. Es sei 
noch bemerkt, daB in allen Versuchen, sowohl an normalen wie an 


1 Diese Zeitschr. 228, 397, 1930. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 196. 23, 1931. 
Klin. Wochenschr. 9, 1337. 1930. 

4 Diese Zeitschr. 231. 292, 1931. 
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ergifteten Froéschen die Plexus 4 Stunden vor Beginn des eigentlichen 

Versuchs durchschnitten wurden, also auch vor der Jodessigsaure- 
ergiftung. Wahrscheinlich hangt es mit der so erreichten Stillegung 
ler Muskeln zusammen, daB die hier gefundenen Ruhewerte auch fiir 
lie jodessigsaurevergifteten Muskeln kleiner sind und geringere Streuung 
zeigen als die von Mozolowski, Mann und Lutwak mitgeteilten Werte, 
ind daB sie mit den Werten, die in diesem Laboratorium seit Jahren 
gefunden werden, vollstandig zusammenfallen. Es braucht nicht hervor- 
gehoben zu werden, dab diese Werte wieder sowohl in bezug auf den 
Mittelwert als auf ihre Streuung, von allen Werten des Frankfurter 
Laboratoriums weitgehend abweichen, mit Ausnahme der Werte von 
Embden, Carstensen und Schumacher! vom Januar 1928. Die Zeit von 
der Beendigung der Reizung an bis zur Zerreibung in Borat betrigt 
t bis 8 Sekunden, die Temperatur 17° bis 20°C. 

Um die GréBe der Ammoniakbildung bei derselben Anzahl von 
Zuckungen auch an unvergifteten Muskeln festzustellen, haben wir 
im Dezember und Januar an symmetrischen Esculentengastrocnemien 
genau ebenso durchgefiihrte Reizungsversuche angestellt. Ihr Er- 
gebnis stimmt mit den friiheren von B. Umschweif? (fiir 100 Zuckungen) 
iiberein: es JaBt sich bei der Streuung der Ruhewerte der EinfluB einer 
<o kleinen Zuckungszah] auf den Ammoniakgehalt der Muskeln nicht 
nachweisen, obwohl er wahrscheinlich vorhanden ist. 

Die Tabelle 1 enthalt die Ergebnisse der Versuche an normalen 
und vergifteten Muskeln. 

In bezug auf die Registrierung der Muskeltatigkeit verzichten wit 
hier auf die Abbildungen: sie entsprechen in der Regel den ersten 
drei Vierteln, z. B. derjenigen Aufzeichnung, die bei Mozolowski, Mann 
und Lutwak* Abbildung 2, Strecke abgebildet ist; solche Auf- 
zeichnungen, wie sie dort unter Abb. 3, I, aa dargestellt sind, hetrachten 
wir schon als in die zweite Phase iibergehend. 

Die Betrachtung der Tabelle zeigt zunachst, daB die Ruhewerte 
sowohl] der vergifteten, wie der normalen Muskeln mit den friiher er- 
mittelten zusammenfallen. Sie zeigt auch, daB zwischen den Jodessig- 
muskeln nach und vor dem ersten Tatigkeitsabschnitt ein sicherer 
Unterschied besteht. Die Differenz betragt fiir 60 Zuckungen 0,57 

0.1 mg-°, NH, — N, und sie ist nach dem Verhaltnis der Differenz 
zu ihrer Streuung (5,5) als reell anzusehen. Die Tabelle II enthalt die 
Mittelwerte und ihre Streuungen fiir normale und vergiftete. frische und 
gereizte Muskeln. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 186, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 228, 397, 1930. 
Diese Zeitschr. 231, 296, 1931. 
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Tabelle I. 


Die Ammoniakbildung in normalen und mit Jodessigsaure vergiftete: 


Esculentenmuskeln (Gastrocnemien) nach 60 Zuckungen (in 30 Sekunden 





rare hoe Rh ak colle ae Tatigkeits 
Sk@l- Gehe +S eh des _ ue ) sede 
Muske ehalt de ehalt de Vergiftung phase der 


Versuch Datum Geschlecht #°&’ icht SS — our Untene ———., 
mg mg %/o mg 9 Min. muskeln 
Normale Muskeln 
1 20. X11. " 655 0.60 0.50 
2 20. XI. fou 555 0,70 ° 
3 »° -£ rou 955 0,30 0,66 
4 ae rou 520 1,15 1,18 
5 2. 1 2 590 1,14 0,76 
6 5. £ fou 590 0,85 0,79 
7 » = o" 470 1.06 0,77 
8 5. I. on 550 1,06 0,74 
9 5. oO. Q 535 1,04 1,15 
10 5 I. 2 700 0.50 0.54 
Vergiftete Muskeln 
11 18. XII. rou 830 0,42 1,39 45 I 
12 18. XID. Q 520 0,85 1,17 5D I 
13 18. XII. Q 750 0,73 1,33 55 I 
14 19. XII. ron 615 1,04 2,11 45 IT 
15 19. XII. fou 400 0,82 1,12 50 ] 
16 19. XII. vou 605 0,50 1,02 53 I 
17 19. XII. rou 870 0,49 1,25 50 I 
18 19. XII. fou 650 0,61 0,91 48 I 
19 20. XI. fou 840 0,43 1,32 45 I 
20 20. XII. 2 545 0,93 1,25 45 I 
21 20. XII. fou 600 0,60 1,37 40 I 
22 _...% Q 595 0,61 1,02 40 I 
23 oo. RL y 395 0,76 —* 45 II 
24 a & fou 620 0,72 3,10 50 II 
25 27 I. 2 650 0,52 2,10 45 II 
26 a. 4 Q 580 0,48 1,13 45 I 
27 a? " 675 0,56 1,92 42 II 
28 11. IL. 2 489 1.50 2,10 45 I 


* Verungliickt. 


Es bleibt zu erértern, wie diese, Erscheinung zu deuten ist. Die 
tatsaichliche Anhaufung von Ammoniak in den 60 Zuckungen des Jod- 
essigsauremuskels kénnte einerseits im Sinne Embdens als Aufhebung 
des Verschwindens des Ammoniaks aufgefabt werden: als einziges 
Argument fiir das Bestehen dieser Erscheinung erscheint sie indessen 
wenig tiberzeugend, besonders angesichts aller der Tatsachen, welche gegen 
diese ,,Reversion’’ sprechen: der vitalen Anhaufung des Ammoniaks 
wahrend der Muskelermiidung am normalen Frosch, wie sie besonders 
aus den Zahlen Embdens! und seiner Schule, aber auch aus den zuerst 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 161, 1928. 
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Tabelle 11. 
Mittelwerte des NH,-N-Gehalts und ihre Streuungen fiir normale und 
odessigsaurevergiftete, frische und gereizte (60 Zuckungen in 30 Sekunden) 


Esculentenmuskeln. 





NH;-N in mg 


Normale Muskeln Jodessigmuskeln 

| 0,84 + 0,09 0,69 + 0,06 
Frisch + + + + ++ (10 Versuche: (18 Versuche: 

| Tabelle I: 1—10) Tabelle I: 11—28) 

| 0,79 + 0,08 1.26 +- 0.08 
Gereizt - +--+ + ++ > (9 Versuche: (13 Versuche: Tabelle I 

| ‘TabelleI: 1,3—10)  11—13, 15—22, 26 u. 28)” 
Differenz - +--+ = = unreell 0,57 + 0.1 


* Werte fiir die gereizten Jodessig-Muskeln, die sich in der zweiten Tiatigkeitsphase 
befanden (Tabelle I: 14, 24, 25 und 27), sind in den Werten der Tabelle II nicht inbegriffen. 


ad hoe angestellten Versuchen von Mozolowski und Lewinski! hervor- 
gehen, und dem Ubertritt von Ammoniak in Ringer-Lésung aus sehr 
schonend, ermiidungslos vom Nerven aus gereizten Froschmuskeln. 
Eine andere Deutung hatte zur Voraussetzung, da im jodessigsdure- 
vergifteten Muskel die Quote des abgespaltenen Ammoniaks fiir die Ein- 
heit der Spannungsentwicklung gréBer ist als im normalen Muskel: ist 
doch diese Quote auch im Laufe des jahrlichen biologischen Zyklus vari- 
abel. Es sind in diesem Laboratorium noch keine Versuche dariiber an- 
gestellt worden, ob sich in Monaten héchster Aktivitat die Ammoniak- 
bildung nach 60 bis 100 Zuckungen nachweisen laBt. Wir halten dies aber 
nach dem Ausfall der Versuche von Parnas, Mozolowski und Lewinski? 
fiir durchaus méglich. Die dritte Méglichkeit ware, daB unter den 
Muskelelementen im jodessigsaurevergifteten Muskel eine gewisse Zah| 
bereits in die zweite Tatigkeitsphase getreten ist, ohne daB dieses an 
unserer immerhin rohen Registrierung bemerkbar ware: dann kénnte 
der beobachtete UberschuB8 darauf zuriickzufiihren sein, daB z. B 
10°, der Fasern bereits in demjenigen Zustand sind, in welchem am 
Ende des zweiten Abschnitts sich alle Fasern befinden. 


1 Diese Zeitschr. 190. 391, 1927 
2 Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927. 








Zur Spezititit der a-Glucosidasen. 


Bemerkung zu der Mitteilung von R. Weidenhagen', 


Von 
Artturi I. Virtanen. 


(Eingegangen am 20. Mai 1931.) 


Die von H. Karstrém in seiner Dissertation angefiihrte Beob- 
achtung, daB unser B. coli l Maltose kraftig hydrolysiert, Rohrzucke1 
dagegen gar nicht, steht im vollen Widerspruch zur Weidenhagenschen 
Spezifitatshypothese der Carbohydrasen, weil nach dieser Hypothese 
die selbe a-Glucosidase sowohl Maltose als Saccharose hydrolysieren 
soll. Herr Weidenhagen hat darum mit unserem B. coli I den Befund 
von Karstrém nachgepriift und behauptet, daB er tatsachlich mit 
diesem Bakterium neben der Maltosehydrolyse auch eine Saccharose- 
spaltung erzielt habe und daB folglich hier kein Widerspruch mit seiner 
Hypothese vorliege. 

Weil die Beobachtung von Karstrém, wenn sie richtig ist, der 
Hypothese von Weidenhagen die Hauptstiitze nimmt, habe ich noch 
sorgfaltige Versuche sowohl mit Trockenbakterien als mit Bakterien- 
autolysaten vom B. coli I ausfiihren lassen, und zwar mit dem Resultat, 
daB neben der krdftigen Maltosehydrolyse niemals eine Saccharose- 
hydrolyse festzustellen war. Der Befund von Karstrém besteht also zu 
Recht. Die abweichenden Resultate von Weidenhagen kann ich nicht 
anders erklaren, als daB eine Infektion mit Mikroorganismen, welche 
Saccharase bilden, in seinen Versuchen eingetreten ist, obwohl er selbst 
solches ablehnt. Auf eine fremde Infektion deutet auch der Umstand, 
daB er nur eine schwache Saccharosehydrolyse im Verhaltnis zu der 
Maltosehydrolyse gefunden hat. 


Um eine unnétige Polemik zu vermeiden, habe ich Herrn Prof 
Dr. H. v. Euler in Stockholm ein Trockenpraiparat von unserem B. coli | 
iibersandt mit der Bitte, in seinem Institut die Trockenbakterien 


! Diese Zeitschr. 233, 318, 1931. 
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beziiglich ihrer Saccharase- und Maltasewirkung zu_priifen Herr 
Doz. Dr. K. Myrbdck hat liebenswiirdigerweise diese Priifung ausgefiihrt 
ind ist nach einer pers6nlichen Mitteilung zu dem Resultat gekommen, 
lab neben der Maltasewirkung keine Saccharosehydrolyse festzustellen 
var. Er wird demnachst iiber seine Versuche in Zeitschr. f. physiol. 
(Chem. berichten. 

Es scheint mir unméglich zu sein, die in unserem Laboratorium 
gemachten Befunde mit der Weidenhagenschen Spezifitaitshypothese 
in Einklang zu bringen. Der Befund von Karstrém ist nur dadurch zu 
erklaren, daB die Hydrolyse der Saccharose und Maltose nicht durch 


die gleiche x-Glucosidase bewirkt werden kann. 












Autorenverzeichnis. 


Beaucourt, Karl. Die Bestimmung des 
Basengehalts in Hdélzern. 8. 79. 

jecker, Max s. Fr. N. Schulz. 

Bendien, W. M. und I. Snapper. Zu- 
sammenhang zwischen der 
kungsgeschwindigkeit der roten 
Blutkérperchen und dem EiweiB- 
spektrum. 5S. 14. 

Bleyer, B. und W. Diemair. Zur 
Kenntnis der pflanzlichen Phos- 
phatide und Lecithine. I. Uber 
ein Phosphatid der Mohrriibe. 
S. 243. 

Braunstein, A. E. und A. N. Parschin. 
Uber den EinfluB der 
, sauren* und ..basischen** Nahrung 
auf das Schicksal aromatischer 
Substanzen im Organismus. 
Ill. Mitteilung: Saéurebasenhaus- 
halt, vegetatives Nervensystem 
und die Oxydation und Paarung 
von Phenol. 5S. 334. 

— — Uber den EinfluB der sogen. 
..sauren* und ,,basischen** Nahrung 
auf das Schicksal aromatischer 
Substanzen im Organismus. 
IV. Mitteilung: Einflu®B der Diu- 
rese auf das Schicksal von Phenol 
im Organismus. 3S. 344. 

Braunstein, A. E., A. N. Parschin 
und O. D. Chalisowa. Uber den 
Einflu8 der sogen. ,.sauren** und 


Sen- 


sogen. 


..basischen** Nahrung auf das 
Schicksal aromatischer Substanzen 
im Organismus. I. Mitteilung: 
Oxydation und Paarung’ von 
Phenol und Benzol. 8. 311. 


Braunstein, A. E.s. 1.8. Epste im. 
Bungenberg de Jong, H.G. und J. Lens 


Uber Aquivalent-Entladung und 


Umladung bei lyophilen Solen 
S. 174. 
- Zur Kenntnis der Komplex 


VII. Mitteilung 
Autokomplexkoazervation 


koazervation. 

Uber 

S. 185. 
Chalisowa, O. D. s. A. EB. 
Christian, Walter s. Otto Warburq. 
Cosack, 


Braunsteis 


Gert. <Aktivierung und Sta 
bilisierung von Pankreasdiastas: 
durch Hamatin. 58. 469. 

Diemair, W. s. B. Bleyer. 

Eichholtz, F. Untersuchungen 
den Mineralstoffwechsel an multi 
plen Impfsarkomen der Ratte. 
S. 170. 

Epstein, I. S und A. E. Braunstein 
Uber den EinfluB der 
,sauren“‘und,.basischen** Nahrung 


iiber 


sogen. 


auf das Schicksal aromatischer 
Substanzen im Organismus 
II. Mitteilung: Oxydation von 
Toluol. 8S. 328. 


Fellenberg, Th. von. Ultraviolettes 
Licht und Kropf. 8. 205. 

Gamperl, G. s. K. Tdufel. 

Goigner, Edgar und Wolfgang Pauli 
Untersuchungen an_ elektrolyt 
freien Proteinen. X. Mitte 
lung: Elektrochemisch-konstitutive 
Kennzeichnung von _ Proteine: 
mittels der Ag-Aktivitét ihre: 
Silbersalze. SS. 271. 








I 
Holt 
i 


Jerv 
I 
Kap 
h 


T 
Kiscel 
G 
d 

















































Mn. 

Lens 
und 

Solen 


iplex 
ilung 
ation 


ister? 
rq. 
| Sta 


ASt ase 


liber 
multi 
Ratte. 


vstein 
sogen. 
hrung 
ische! 

smus 
von 


lettes 


Pauli 
rolyt 
litte: 
tutive 
teine! 
ihre! 





Gorbach, G. und K. Lerch. Uber den 
EinfluB des ultravioletten Lichtes 
auf die Saccharase. I]. Mitteilung: 
Die Rolle von Tryptophan und 
Hefegummi. 58. 259. 

Gyorgy, P. und W. Keller. Weitere 
Beitrage zur Topographie des 
Nierenstoffwechsels. 8. 86. 

Herrmann, F.. s. H. Schroeder. 

Hirsch, Walter und Lotte Kellner. 
Das ultrarote Absorptionsspektrum 
von Ergosterin und _  Rachitis- 
schutzstoff. S. 162. 

Hjorth-Hansen, Sverre. Zur Relation 
zwischen Bodenreaktion und che- 
mischer Zusammensetzung des 
Hafers (Avena sativa). Orien- 
tierende Untersuchungen mit Gold- 
regenhafer. SS. 359. 

Holtz, Friedrich. WKohlenhydrate auf 
ihrem Wege in den _ tierischen 
Organismus. IT. 5S. 104. 

Jervell, Otto. Zur Milchséurebestim- 
mung im Blut. 8S. 101. 

Kapeller Adler, Regine. Uber das Ver- 
halten verschiedener organischer 
Stickstoffverbindungen in der 
Kalischmelze und _ iiber’ einen 
Apparat zur Bestimmung dabei 
auftretender fliichtiger Basen. 
S. 375. 

Kapeller-Adler, Regine und Julic 
Krael. Uber das Schicksal der mit 
der Nahrung aufgenommenen AI- 
kylamine und iiber deren angeb- 
liche Entmethylierung im Organis- 
mus sowie tiber das Vorkommen 
von Monomethylamin im normalen 
Harn. 5S. 394. 

Kapeller-Adler, Regine und E. Stern. 
Uber die Fraktionierungsversuche 
von Basengemischen, insbesondere 
von Fleischextraktbasen mit Per- 
mutit. S. 390. 

Keller, W. s. P. Gyérgy. 

Kellner, Lotte s. Walter Hirsch. 

King, E. J. und C. C. Lucas. Eine 
Bemerkung zur jodometrischen 
Titration des Glutathions. S. 66. 

Kisch, Bruno. Beeinflussung der 
Gewebsatmung durch Borverbin- 
dungen. 5S. 35. 


Autorenverzeichnis. 


Kisch, Bruno. Die Beeinflussung der 
Gewebsatmung in calciumsalz- 
freier Nahrlésung. 38. 51. 

Kisch, Bruno und Jesaia Leibowitz. 
Die Beeinflussung der Atmung 
isolierten Nierengewebes durch 
Aluminiumsalze. 8S. 45. 

Krael, Julie s. Regine Kapeller- Adler. 

Kuroya, Masahiko. Bildung und 
Umwandlung von Methylglyoxal 
durch Fermente der Tuberkel- 
und der Timotheebazillen. S. 438. 

— Bildung von Methylglyoxal durch 
das wasserlésliche Ferment des 
Rattensarkoms. 5S. 444. 

— Nachweis und quantitative Bestim- 
mung der Lactose im Harn. 8. 447. 

Leibowitz, Jesaia s. Bruno Kisch. 

Lens, J. s. H. G. Bungenberg de Jong. 

Lerch, K. s. G.Gorbach. 

Lucas, C.C. s. BE. J. King. 

Lundborg, Martin. Zur Kenntnis des 
A-Vitamins im Butterfett. 8S. 1. 

Lutwak, C. Uber den Ammoniak- 
gehalt und die Ammoniakbildung 
im Muskel und deren Zusammen- 
hang mit Funktion und Zustands 
anderung. X. Mitteilung: Uber 
die Ammoniakbildung, welche den 
Zuckungen jodessigséurevergifteter 
Muskel entspricht. S. 485. 

Mroczkiewicz, U. Uber die tierischen 
Adeninnucleotide. 8S. 267. 

Mutzenbecher, P. v. Untersuchung 
der bei Serumelektrodialyse aut - 
tretenden EiweiBfraktionen mit 
der Ultrazentrifuge. S. 425. 

Neuenschwander-Lemmer, Nelly Ss. 
Peter Rona. 

Parschin, A. N. s. A. E. Braunstein. 

Pauli, Wolfgang s. Edgar Goigner. 

Pfeiffer, G Die Cholesterine im 
Strukturverbande des Proto 
plasmas VIII. Mitteilung: Unter 
suchungen am Rinderriickenmark. 
S. 97. 

Rona, Peter und Nelly Neuenschwan- 
der - Lemmer. Dilatometrische 

Untersuchungen bei Ferment 

prozessen. I. Mitteilung: Metho- 

dische Studien an Hand von 

Zuckerspaltungen. 8. 214. 


493 


404 


Rosenthaler, L. Zur 
Emulsins. 38. 227. 


Scharrer, K. 


Kenntnis des 


und W. Schropp. Uber 


die Wirkung der Saponine bei der 


S. 367. 
Uber die 
lung des Cholesterins 
Blutkorperchen und 
unter dem Einflu8 der 

S. 451. 
Schiff, F. und G. Weiler. 
und Blutgruppen. I. 


Schweinemast. 


Scheffer, J ose}. Vertei- 
zwischen 
Plasma 


Blut gase. 


Fermente 
S. 454. 
Uber eine Fehler- 

quelle spektrophotometrischer Be- 
stimmungen. 8S. 70. 

Schroeder, H. und F. Herrmann. Uber 
die Kohlenhydrate und den 
Kohlenhydratstoffwechsel der 
Laubblatter. S. 407. 


Schle singe f£ Maz £ 


Scharrer. 


Schropp, W. s. K. 


Schulz, Fr. N 


na ppe oem fe = 
Stern, E. s. 
Sternberg, W. F. 


\utorenverzeichnis. 


. und Maz Becker. Ubs 
Insektenwachse. III. Mitteilun, 
Uber das Wachs der Wollaus 
(Pemphigus xylostei). 8S. 233. 
Bendien. 
Regine Kapeller Adler. 
Uber den Chi 
gehalt des Blutes 
Crewebe. S. 166. 
Tdujel, K. und G. Gamperl. 
Sterine der 
Malzungsprodukte. 
Virtanen, Artturi I. 
der x-Glucosidasen. 


denervierte! 


Uber a 
und = ihrer 
S. 353. 

Zur Spezifitat 
Bemerkung 
zu der Mitteilung von 2. Weide 

hagen. %&. 490. 
Warburg. Otto und 


(rerste 


W alter 
Uber Phaéohamin b. 
Weiler.G. s. F. 
Weinstein, Paul. 

Schwankungen des 


Christia; 
S. 240. 
Schiff. 

Uber eigentiimlich: 
Brechungs- 
index des Hundeblutserums. S. 303 








at il ibaa ger 

















Del SL Roan eae 


$ 


xe 





Sa gh one 





